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1 ZUSAMMENFASSUNG        
 
TRPC5 ist ein Protein der TRPC-Subfamilie und bildet nach heterologer 
Überexpression seiner cDNS in Zellkulturzellen einen Kationenkanal, der den Einstrom 
von Kationen über die Zellmembran ins Zytosol vermittelt. Das TRPC5-Gen wird als 
einziges aller TRP-Gene auf dem X-Chromosom codiert. Es erstreckt sich über    
306,51 kb und umfasst 11 Exons, deren codierende Sequenz eine Größe von 4158 bp 
aufweist. Das hieraus resultierende Protein setzt sich aus 973 Aminosäuren zusammen 
und besitzt ein berechnetes Molekulargewicht von 111,5 kD. Aufgrund von 
Hydropathieanalysen wird vermutet, daß sich das TRPC5-Protein aus sechs 
Transmembrandomänen und einer putativen Porenregion zwischen den 
Transmembrandomänen fünf und sechs zusammensetzt. 
Die höchste Expression von TRPC5  konnte mittels Northern-Blot-Analyse im Gehirn 
nachgewiesen werden (Philipp et al., 1998). Basierend auf RT-PCR-Analysen wird eine 
Expression von TRPC5 Transkripten auch in glatten Muskelzellen und Endothelzellen 
des proximalen Teils der Pulmonalarterie (Ng and Gurney, 2001; McDaniel et al., 
2001), in Aorta, in präglomerulären Widerstandsgefäßen und Glomeruli der Niere 
(Facemire et al., 2004) beschrieben. Es wird postuliert, daß TRPC5 an der Regulation 
der Neuritenlänge und am kegelförmigen Wachstum von Neuronen im Hippokampus 
(Greka et al., 2003) sowie an der Blutdruckregulation beteiligt ist. 
Da für TRPC5 Kanäle wie auch für die meisten anderen TRP Kanäle keine spezifischen 
Agonisten bzw. Antagonisten existieren, ist die Generierung von TRPC5-defizienten 
Mäusen von großer Bedeutung zur Klärung biologischer Funktionen von TRP-Proteinen 
in vivo. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Targetingvektor zur Inaktivierung von 
TRPC5 in der Maus konstruiert. Dazu wurde eine Targetingstrategie gewählt, bei der es 
durch Einsatz des Cre-loxP-System möglich ist, das Zielgen ubiquitär, zelltypspezifisch 
sowie zeitlich zu inaktivieren. Um eine homologe Rekombination im chromosomalen 
Zielbereich zu ermöglichen, wurden Genabschnitte im Bereich des Exons 4 gewählt, die 
zur Zielsequenz homolog sind. Im Targetingvektor wurde das Exon 4, das für die 
Transmembrandomänen S1/S2 kodiert, mit loxP-Sequenzen flankiert, um diesen 
Bereich mit Hilfe der Cre-Rekombinase deletieren zu können. Der zu deletierende 
Bereich stellt eine essentielle Sequenz des TRPC5-Gens dar. Durch Deletion des Exon 4 
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kommt es zu einem vorzeitigen Leserastersprung und einem Abbruch der Translation, 
so daß kein funktionsfähiges Protein mehr gebildet werden kann.  
Um nach Transfektion embryonaler Stammzellen Klone zu selektionieren, die den 
Targetingvektor stabil integriert haben, wurde zwischen die homologen Arme eine 
Neomycin-Resistenzkassette inklusive Promotor und Polyadenylierungssignal kloniert, 
die diesen Klonen das Wachstum in Gegenwart des Aminoglykosid-Antibiotikums 
G418 ermöglicht. Diese Kassette wurde mit frt-Sequenzen flankiert, die es ermöglichen, 
mit Hilfe der Flp-Rekombinase das Gen für die Neomycin-Phosphotransferase selektiv 
zu entfernen, um unerwünschte Effekte der Neomycin-Resistenzkassette auf die 
Expression benachbarte Gene zu verhindern. Zur Negativselektion wurde außerhalb der 
homologen Arme vor den 5`homologen Bereich eine Thymidinkinase-
Selektionskassette kloniert, die bei Integration des Targetingvektors mittels homologer 
Rekombination nicht mit in den Zielbereich inseriert wird. Zur Identifizierung von 
Zellen, die das TRPC5-Gen exprimieren, wurde zwischen die homologen Arme eine 
Kassette inseriert, die neben der „splice acceptor“-Sequenz (SA) eine „internal 
ribosomal entry site“ (IRES) und die cDNA für das grün fluoreszierende Protein GFP 
beinhaltet. In Zellen, die ein TRPC5 Allel mit dieser SA-IRES-GFP-Kassette 
aufweisen, sollte unter der Kontrolle des TRPC5-Promotors das GFP-Protein exprimiert 
werden. 
Zum Nachweis der korrekten Integration des Targetingkonstruktes in den TRPC5 
genlokus durch homologe Rekombination, wurde eine Strategie zur Southern-Blot-
Analyse erarbeitet. Hierbei wurde eine Sonde kloniert, die 3` außerhalb des homologen 
Bereichs der Sequenz des Targetingkonstruktes lokalisiert ist. Mit Hilfe dieser Sonde ist 
es möglich, das Wildtypallel vom rekombinanten Allel zu unterscheiden und später 
transfizierte ES-Zellen auf erfolgreiche homologe Rekombination zu durchsuchen. Da 
aus dem 5` des Targetingvektors gelegenen Bereichs des TRPC5 Genlokus keine 
spezifischen DNS-Sonden identifiziert werden konnten, muss hier der Nachweis der 
korrekten und singulären Integration des Targetingvektors durch Amplifikation und 
Sequenzierung genomischer DNS aus dem rekombinanten Allel mit Hilfe spezifischer 
Oligodesoxynukleotide erfolgen. 
 
 
 
 3
1 SUMMARY               
 
TRPC5 is a protein of the TRPC subfamily of the TRP superfamily. Upon heterologous 
over-expression of TRPC5 cDNS in cell culture cells, it forms a cation channel in the 
plasma membrane which provides cation influx into the cytosol. The TRPC5 gene is the 
only TRP gene localized on the X-chromosome. It covers 306510 base pairs consisting 
of 11 exons. The cDNA of mouse TRPC5 compromises 4158 base pairs, encoding a 
973 amino acid protein with a calculated molecular weight of 111.5 kD. Hydropathy 
analyses indicate, that the TRPC5 protein consists of six putative transmembrane 
domains. The fifth and sixth transmembrane domains are thought to built the pore 
forming unit. Highest expression of TRPC5 have been shown by Northern Blot analysis 
in the brain (Philipp et al., 1998). Based on RT PCR experiments TRPC5 transcripts are 
also detected in smooth muscle cells and endothelial cells of the proximal part of the 
pulmonal artery (McDaniel et al., 2000; NG LC et al., 2001), in aorta, in preglomerular 
blood vessels and glomeruli of the kidney (Facemir et al., 2003). It is postulated, that 
TRPC5 is involved in the regulation of the neurite length and in the conical growth of 
neurons in the hippocampus (Greka et al., 2003) as well as in regulation of the blood 
pressure. 
Generation of TRPC5 deficient mice is essential to identify the biological functions of 
TRP proteins in vivo, because specific inhibitors of TRPC5 channels as for most TRP  
channels are not available. In this work the Cre loxP system was chosen in order to 
inactivate the TRPC5 gene ubiquitously as well as in a cell type and time dependent 
manner. DNA sequences flanking exon 4 of the TRPC5 gene were chosen to achieve 
homologous recombination. Exon 4, which encodes transmembrane domains S1/S2, 
was flanked by loxP-sequences to allow for Cre-recombinase-mediated deletion, which 
results in a shift in the open reading frame and in a premature stop of translation.  
A positive selection cassette containing promoter, neomycin-resistance gene and 
polyadenylation signal was cloned between the homologous arms of the targeting vector 
to allow selective growth of ES cell clones with stable integration of the targetingvector. 
The positive selection cassette was flanked by frt recognition sequences, to allow 
removal of these sequences from the recombinant allele using Flp recombinase. 
Thereby potential alterations of the expression of adjacent genes by the selective 
cassette can be excluded. Upstream of the 5` homology sequences of the targeting 
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vector a negative selection cassette containing the gene encoding a thymidine kinase 
was cloned, which will not be integrated in the TRPC5 gene locus following 
homologous recombination of the targeting vector. 
Additionally, a splice acceptor sequence (SA) and an internal ribosomal entry site 
(IRES) followed by the cDNA of the green fluorescence protein (GFP) was inserted 
between the homologous arms of the targeting vector. In cells with a TRPC5 allele 
containing this SA-IRES-GFP cassette, the GFP Protein is supposed to be expressed 
under the control of the TRPC5 promotor. 
The correct integration of the targeting construct by homologous recombination can be 
proofed by Southern Blot analysis. Therefore, a DNA probe which is localized 3` to the 
homologous sequences was created to distinguish between wildtype and homologous 
recombinant allels. No appropriate DNA probes could be identified in the TRPC5 gene, 
which are localized 5` to the sequence of the targeting vector. The correct and singular 
integration of the targeting vector needs to be checked by PCR amplification and 
sequencing of genomic DNA of the recombinant allele with specific primers. 
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2 EINLEITUNG          
  
2.1 TRP-Kanäle 
 
Ionenkanäle aus der TRP Familie vermitteln den Einstrom von Kationen über die 
Zellmembran ins Zytosol und sind dadurch am Anstieg der intrazellulären Ca2+ 
Konzentration und an der Depolarisation der Zellmembran beteiligt. In den letzten 
Jahren stellte sich heraus, daß Mutationen in TRP Genen bzw. Fehlfunktionen von 
TRP-Kanälen Ursache zahlreicher menschlicher Erkrankungen sein können (Nilius et 
al., 2005). 
Die Identifizierung der ersten TRP-Kanäle erfolgte durch die Entdeckung einer Mutante 
in Drosophila melanogaster, deren Photorezeptoren nicht wie erwartet eine andauernde 
Antwort auf einen langen Lichtreiz generierten, sondern mit einer transienten Antwort 
reagierte. Das bei dieser Mutante nicht funktionsfähige Protein stellt einen 
kalziumpermeablen Ionenkanal dar, der für die Phototransduktion bei Drosophila 
melanogaster eine elementare Rolle spielt. Die im Elektroretinogramm (ERG) 
nachgewiesenen transienten Rezeptorpotentiale am Facettenauge dieser Mutante waren 
für die Namensgebung dieses neu identifizierten Ionenkanals verantwortlich, nach 
denen diese Kanäle TRP-Kanäle, „Transient Receptor Potential“ genannt wurden 
(Montell and Rubin, 1989). 
Mittlerweile sind aufgrund ähnlicher Primärsequenz strukturell verwandte Gene dieses 
TRP-Kanals in Säugetieren, Intervertebraten und Hefen identifiziert worden. Das 
gemeinsame Merkmal der TRP-Superfamilie besteht darin, daß die  meisten Mitglieder 
dieser Familie ein Membranprotein bilden, das aus sechs putativen 
Transmembrandomänen besteht und eine putative Porenregion zwischen den 
Transmembrandomänen fünf und sechs aufweist (Montell, 2005). Einige Hinweise 
deuten darauf hin, daß TRP-Kanäle Homo- und/oder Hetero-Tetramere bilden können, 
jedoch wurde die Tertiärstruktur eines TRP-Kanals durch Röntgenstrukturanalyse bis 
heute nicht aufgeklärt (Hoenderop et al., 2003;Amiri et al., 2003). 
Abbildung 2.1 zeigt eine schematische Darstellung eines TRP-Kanals. 
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Abbildung 2.1:  Schematische Darstellung eines TRP-Kanals. Die schwarzen Zylinder  
 Stellen die Transmembrandomänen dar. 
 N: Aminoterminus, C: Carboxyterminus 
 
Die meisten TRP-Kanäle stellen Kationenkanäle dar, wobei die Selektivität und 
Permeabilität für mono- und divalente Kationen der einzelnen Kanäle sowie die 
Expressionsmuster und Aktivierungsmechanismen zwischen den einzelnen Isoformen 
variieren. 
Allein für Säugetiere sind bisher 28 Gene bekannt, die für TRP-Kanäle codieren 
(Montell, 2005). Aufgrund der Homologie der Aminosäuresequenz unterteilt man die 
TRP-Kanal-Superfamilie in sechs Unterfamilien (Ramsey et al., 2006). Die TRPC-
Unterfamilie (C für „classical“ oder „canonical“) umfasst sieben Mitglieder, die der 
TRPM-Unterfamilie (M für „Melastanin“) beinhaltet acht Mitglieder. Der erste 
entdeckte Vertreter der TRPV-Proteine (V für „Vanilloid“), der als Vanilloid Rezeptor 
1 beschrieben wurde, diente der Namensgebung dieser Gruppe, der sechs Mitglieder 
angehören. Weitere Unterfamilien sind die TRPP-Familie (P für „Polycystin“), die drei 
Mitglieder umfasst und die TRPML-Familie (ML für „Mukolipin“), der ebenfalls drei 
Mitglieder angehören. Die Familie der TRPA-Proteine (A für „Ankyrin“) besitzt in 
Säugern nur ein Mitglied, TRPA1. 
 
2.2 Die TRPC-Unterfamilie  
 
Die ersten identifizierten Mitglieder der TRP-Superfamilie wurden als „classical“ oder 
„canonical“ bezeichnet und gehören der TRPC-Unterfamilie an. Die TRPC-Familie ist 
die mit dem TRP-Genprodukt aus Drosophila melanogaster am engsten verwandte 
Subfamilie. Die Homologie der Aminosäuresequenz zwischen TRPC Proteinen aus 
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Säugern und dem Drosophila TRP Protein beträgt 30 – 40%.  Die strukturellen 
Gemeinsamkeiten dieser Familie bestehen aus der im proximalen C-Terminus 
gelegenen TRP-Domäne und den N-terminal gelegenen drei bis vier Ankyrin-Motiven. 
TRPC-Proteine stellen Agonist-aktivierte, nichtselektive Kationenkanäle dar. 
Die sieben Mitglieder der TRPC-Unterfamilie werden aufgrund ihrer 
Sequenzhomologie und Funktionen wiederum in drei Untergruppen eingeteilt: 
TRPC1/4/5, TRPC3/6/7 und TRPC2.   
Die bisher erhaltenen Daten zur Funktion von TRPC-Proteinen stammen überwiegend, 
wie bei den TRP Proteinen der anderen Unterfamilien auch, aus Experimenten, die aus 
der heterologen Überexpression von TRP-Kanälen in Zellkultur resultieren. Da keine 
spezifischen Pharmaka gegen TRP-Kanäle existieren, ist die Analyse von Mäusen mit 
gezielter Inaktivierung einzelner TRP Gene der derzeit aussagekräftigste Ansatz zur 
Identifizierung biologischer Funktionen von TRP-Proteinen in vivo (Clapham, 2003).  
Tabelle 2.1 gibt eine Übersicht über die biologischen Funktionen einzelner TRPC-Gene, 
die durch Analyse transgener Mausmodelle identifiziert wurden.  
 
Tabelle 2.1.: Biologische Funktionen von TRPC-Genen  
Gen Art der Mutation Phänotyp Referenz 
TRPC1  Bisher ist keine TRPC1-defiziente 
Mauslinie beschrieben 
 
Gentargeting (Exon 8-11) gestörte Pheromondetektion, 
sexuelle Diskrimination und 
geschlechtsspezifisches soziales 
Verhalten, fehlende Agression 
zwischen männlichen Tieren; 
TRPC2 defiziente männliche Tiere 
zeigen Sexual- und Balzverhalten 
gegenüber beiden Geschlechtern  
(Stowers et 
al., 2002) 
TRPC2 
Gentargeting (Exon 6-11) Pheromondetektion und durch 
Pheromone hervorgerufene 
Aggressionen zwischen 
männlichen Tieren gestört, 
abgemildertes aggressives 
(Leypold et 
al., 2002) 
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 Verhalten von laktierenden 
weiblichen Tieren 
TRPC3 Transgene 
Überexpression nach 
Pronukleusinjektion 
Calcineurin abhängige 
Herzhypertrophie mit gesteigerter 
Aktivität von NFAT (nuclear 
factor of T-cells) 
(Nakayama et 
al., 2006) 
TRPC4 Gentargeting (Exon 6) Verminderte Endothel-abhängige 
Vasodilatation, 
Endothelpermeabilität sowie 
5-HT-induzierte GABA-
Freisetzung aus Interneuronen des 
Thalamus 
(Freichel et 
al., 2001; 
Tiruppathi et 
al., 2002; 
Munsch et al., 
2003) 
TRPC5 Konstruktion des Targetingvektors in dieser Arbeit 
TRPC6 Gentargeting (Exon 7) Gesteigerte Agonist-induzierte 
Kontraktilität der Trachea und von 
Blutgefässen, erhöhter Blutdruck  
(Dietrich et 
al., 2003; 
Dietrich et al., 
2005) 
TRPC7  Bisher ist keine TRPC7-defiziente 
Mauslinie beschrieben 
 
 
 
2.3 Das TRPC5 Protein 
 
Das TRPC5-Protein gehört zur TRPC-Subfamilie und ist als einziges TRP-Protein auf 
dem X-Chromosom (Xq23) codiert. Das TRPC5-Gen der Maus erstreckt sich über 
306,51 kb und umfasst 11 Exons (s. Abb. 2.2). Die TRPC5 cDNS zeigt eine Größe von 
4158 bp. Das TRPC5 Protein setzt sich aus 975 Aminosäuren zusammen und besitzt ein 
berechnetes Molekulargewicht von 111,5 kD. Zusätzliche funktionelle Spleißvarianten 
von TRPC5 sind bislang nicht beschrieben. Wie fast alle TRP-Proteine enthält TRPC5 
sechs putative Transmembrandomänen. Die Kanalpore wird zwischen den 
Transmembrandomänen fünf und sechs vermutet (Philipp et al., 1998;Okada et al., 
1998). 
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Exon-Intron-Strukrtur des TRPC5- Gens.  
Dargestellt sind die Exons (1-11), der Translationsstart (ATG), die 
Lokalisationen der für die 6 Transmembrandomänen(S1-S6) und die 
putative Porenregion (P) kodierenden Sequenzen. (nach ENSEMBL 
Gene Report for ENSMUSG00000041710)  
 
In Northern Blot-Analysen konnten TRPC5-Transkripte im ZNS detektiert werden. 
Mittels in situ Hybridisierung wurde die höchste Expressionsrate im Kleinhirn, 
insbesondere dort in den lateralen Kleinhirnkernen, im Okzipitalpol und in geringerem 
Maß in der Medulla oblongata und dem Frontallappen nachgewiesen. Ein weiterer 
Lokalisationsort ist der entorhinale Kortex (Philipp et al., 1998). RT-PCR-Analysen 
zeigen eine Expression von TRPC5 Transkripten in glatten Muskelzellen und 
Endothelzellen des proximalen Teils der Pulmonalarterie (Ng and Gurney, 2001; 
McDaniel et al., 2001), in Aorta, in präglomerulären Widerstandsgefäßen und 
Glomeruli der Niere (Facemire et al., 2004). Es besteht eine Divergenz zwischen 
Ergebnissen von verschiedenen Forschungsgruppen bezüglich der Expression von 
TRPC5 in glatter Muskulatur.  
TRPC5 weist eine enge Verwandtschaft zu TRPC4 als auch zu TRPC1 auf. Nach 
Überexpression der TRPC5 cDNS in Zellkulturzellen wird ein Einstrom von Kationen 
in die Zelle induziert, der unter physiologischen Bedingungen zum Ca2+ Einstrom nach 
Aktivierung Gq-Protein gekoppelter Rezeptoren beiträgt. Hinsichtlich der Permeabilität 
von TRPC5-Kanälen für monovalente Kationen im Vergleich zu divalenten Kationen 
sowie hinsichtlich der intrazellulären Signalwege, die letztlich zur Kanalaktivierung 
führen, gibt es unterschiedliche Ergebnisse (Philipp et al., 1998; Okada et al., 1998; 
Schaefer et al., 2000; Plant and Schaefer, 2003; Zeng et al., 2004). Für die Bedeutung 
von TRPC5 Proteinen in nativen Zellen sollten vergleichende Untersuchungen an 
Wildtyp- bzw. TRPC5-defizienten Primärzellen wie z.B. an glatten Muskelzellen aus 
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Blutgefäßen oder an isolierten Neuronen wichtige Erkenntnisse liefern. 
Immunhistologische Färbungen sowie in situ Hybridisierungen (Freichel et al., 2005) 
zeigen eine überlappende Expression von TRPC1 und TRPC5 im Hippocampus. 
Außerdem gibt es Hinweise aus unabhängigen Arbeitsgruppen, daß TRPC5 Proteine mit 
TRPC1 Proteinen sowie mit TRPC4 Proteinen interagieren. Demnach wird postuliert, 
daß diese Proteine Bestandteile eines heterooligomeren Kanalkomplexes sind (Strubing 
et al., 2001;Hofmann et al., 2002;Goel et al., 2002;Strubing et al., 2003). Coexpression 
von TRPC1 und TRPC5 in Zellkultur zeigen einen nichtselektiven Kationenkanal, der 
sich hinsichtlich der meisten elektrophysiologischen Charakteristika von dem durch 
TRPC5-Monomere induzierten Strom unterscheidet (Strubing et al., 2001). Allerdings 
weist der durch TRPC1/TRPC5 Heteromultimere induzierte Kationenstrom 
Ähnlichkeiten mit einem durch metabotrope Glutamatrezeptoren sowie durch 
muskarinerge ACh-Rezeptoren aktivierten Kationenstrom in CA1-Pyramidenzellen des 
Hippocampus auf (Congar et al., 1997). 
Die Bedeutung von TRPC5 Proteinen für biologische Funktionen hippocampaler 
Neurone wurde kürzlich dadurch untersucht, daß diese Zellen mit einer negativ 
dominanten Variante von TRPC5 transfiziert wurden, die einen Austausch von drei 
Aminosäuren zwischen der fünften und sechsten Transmembrandomäne enthielt und zur 
vollständigen Unterdrückung des TRPC5-induzierten Kationenstroms führte (Greka et 
al., 2003). Dissozierte hippocampale Neurone, die mit dieser dominant-negativen 
TRPC5 Variante transfiziert wurden, zeigten eine deutliche Längenzunahme ihrer 
Axone sowie deren Filopodien, d.h. der fingerförmigen Ausstülpungen der 
Zellmembran der Wachstumskegel dieser Axone. 
Basierend auf diesen Arbeiten wird TRPC5 bzw. der durch TRPC5 vermittelte Ca2+ 
Einstrom als ein wichtiger Regulationsmechanismus für das Wachstum und die 
Morphologie von Axonen angesehen. 
 
2.4 Ziel der Arbeit 
 
Ziel dieser Arbeit war die Erarbeitung einer Gentargetingstrategie zur konditionierten 
Inaktivierung des TRPC5-Gens in der Maus mit Hilfe des Cre-loxP-Systems und die 
Klonierung des dazugehörigen Targetingvektors. Mit der gewählten Strategie sollte es 
möglich sein, einen essentiellen Abschnitt des TRPC5 Gens mit loxP 
Erkennungssequenzen zu flankieren, um nach Expression der Cre-Rekombinase das 
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TRPC5-Gen in der Maus ubiquitär, zelltypspezifisch und zeitlich zu inaktivieren. 
Zwischen die homologen Arme des Gentargetingvektors sollte ein Gen für die 
Neomycin-Phosphotransferase inklusive Promotor und Polyadenylierungssignal kloniert 
werden, um nach Transfektion embryonaler Stammzellen eine Positivselektion zu 
ermöglichen. Zur Negativselektion sollte außerhalb der homologen Arme eine 
Thymidinkinase-Selektionskassette kloniert werden.  
Um in Zellen der aus dem Gentargeting resultierenden transgenen Mäuse diejenigen 
Zellen identifizieren zu können, die TRPC5 Proteine endogen exprimieren, sollte das 
Reportergen GFP gekoppelt an eine „splice-acceptor-Sequenz“ (SA) und eine „internal 
ribosomal entry site“ (IRES) in den Gentargetingvektor integriert werden. 
Zum Nachweis der homologen Rekombination sollte eine Southern-Strategie erarbeitet  
werden. Hierzu sollten zwei genomische DNS-Fragmente, die außerhalb des homologen 
Bereichs, 3`und 5` der Sequenz des Targetingkonstruktes lokalisiert sind, amplifiziert, 
kloniert und sequenziert werden. Mit Hilfe dieser Sonden sollte das Wildtypallel nach 
erfolgreicher homologer Rekombination vom rekombinanten Allel unterschieden 
werden. 
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3. MATERIAL UND METHODEN       
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Arbeitsmaterial und Geräte 
 
Materialien: 
- 96-Lochplatten mit Filtrationseinheit: Whatman Microplate Devices Unifilter  
(Whatman) 
- Dialyseschläuche (Sigma) 
- H2OHPLC: LiChrosolv „Wasser für die Chromatographie“ (Merck) 
- Hybridisierungsbeutel: Metzgereigroßhandel Strobel 
- NickTM Columns (Amersham Pharmacia): Zur Aufreinigung von radioaktiv- 
 markierter DNS-Sonden von uneingebauten Nukleotiden per Größenausschluss- 
 chromatographie  
- Nitrocellulose-Membran: Hybond (Amersham Pharmacia) 
- Phosphoimagerscreens: BAS-IP-MP 2040 (Fuji) 
- Röntgenfilme: Hyperfilm MP (Amersham Pharmacia) 
- Sepharose zum Befüllen der 96-Loch-Filterplatten: SephadexTM G-50 
 (Amersham Pharmacia) 
- Szintilationsröhrchen (Zinsser Analytic) 
Sonstige Gebrauchsmaterialien: 
- Plasmid-Maxi-Kit (Qiagen) 
- Plasmid-Mini-Kit (Qiagen) 
- „Rediprime II DNS Labelling System“ zur radioaktiven Markierung der DNS-
Sonden (Amersham Pharmacia) 
- Sequenzierungs-Kit: „ABI Prism Big DyeTM FS Terminator Cycle Sequencing 
Ready Reaction Kit V1.1” (Applied Biosystems) 
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Geräte: 
- Autoklav: Tuttnauer 3870 ELV 
- DNS Sequenzierungsgerät: Abi Prism 310 Genetic Analyzer (Applied 
 Biosystems) 
- Geldokumentationssystem: Herolab 
- Horizontal-Gelelektrophorese-Apparatur: Biorad Model 3000 Xi (Bio-Rad) 
- Pipetten: Pipetman (Gilson) 
- Pipettierhilfen: Pipetboy acu (Integra Bioscience) 
- Phosphoimager: Fujifilm BAS-2500 (Fuji) 
- Photometer: Gene quant II (Pharmacia Biotech) 
- Reinstwasseranlage: Reinstwassersystem Clear plus (SG-Wasseraufbereitung) 
- Rührer: Heidolph MR3002 
- Schüttelinkubator: Scientific Series 25 Incubator Shaker (New Brunswick 
Scientific) 
- Schüttelwasserbad (GFL) 
- Sterilbank: Köttermann 8511 (Köttermann) 
- Szintillationszähler: Wallac 1410 Liquis Scintillation Counter 
 (Wallac Perkin Elmer) 
- Thermocycler: Gene Amp PCR System 9700 (PE Applied Biosystems) 
- UV-Crosslinker: UV-Stratalinker 1800 (Stratagene) 
- Vertikal-Gelelektrophorese-Apparatur 
- Zentrifugen: 96-Lochplatten-Zentrifuge 4°C – 15°C (Sigma) 
   Kühlzentrifuge J2-HS centrifuge (Beckman) 
   Tischzentrifuge Heraeus pico 
 
3.1.2 Nukleotide und Nukleinsäuren 
 
In allen PCR-Reaktionen wurde ein dNTP-Mix der Firma Peqlab verwendet. 
 
3.1.2.1 Radioaktiv markierte Nukleotide 
 
Für die zur Southern-Blot-Analyse radioaktive Markierung der DNS-Sonden wurden 
die radioaktiv markierten Nukleotide „Redivue [α-32P] dCTP“ der Firma Amersham 
Pharmacia eingesetzt. 
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3.1.2.2 Oligodesoxynukleotide  
 
In der folgenden Tabelle sind Oligodesoxynukleotide mit 5`Phosphatresten aufgeführt, 
die zur Herstellung von Klonierungsvektoren benötigt wurden. Diese wurden sowohl 
von der Firma MWG als auch von der Firma Operon synthetisiert.  
Vor Gebrauch wurden die Oligodesoxynukleotide auf 1 mM verdünnt. Im folgenden 
Schritt wurden jeweils 50 μl der zueinander komplementären Oligodesoxynukleotide in 
ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Dieser Ansatz wurde für 5 Minuten bei 75°C 
denaturiert und im Anschluss in einem 50 ml Becherglas, gefüllt mit 75°C warmen 
Wasser, auf Raumtemperatur abgekühlt. In dieser Abkühlungsphase lagern sich die 
Oligodesoxynukleotide zusammen. Zur Generierung eines Hilfsvektors wurden diese 
nun zusammengelagerten Oligodesoxynukleotide gerichtet in einen mit BssH II 
verdauten pBlue SK (-) Vektor kloniert. Auf diese Weise konnten Klonierungsvektoren 
mit den gewünschten Restriktionsschnittstellen sowie weiteren benötigten DNS-
Sequenzen, wie z.B. loxP- bzw. FRT-Sequenzen, generiert werden. 
 
Tabelle 3.1: Liste der verwendeten Oligodesoxynukleotiden mit 5` Phosphatrest 
Name Sequenz Endonuklease- 
Erkennungssequenz 
 
Länge
C5_17 5’- CGCGC GCGGCCGC GAATTC C 
CTTAAG AGATCT GGTACC ATA ACT 
TCG TAT A GCATACAT TAT ACG AAG 
TTAT CCCGGG G-3’ 
BssH; Not, EcoRI, 
AflII, Bgl II, Kpn I, 
loxP, Xma I, BssH;  
backbone pC5_03 
79 
C5_18 5’- CGCGC CCCGGG ATAACTTCGTATA 
ATGTATGC TATACGAAGTTAT GGTACC 
AGATCT CTTAAG G GAATTC 
GCGGCCGC G-3’ 
rev zu C5_17 79 
C5_19 5’- CGCGC GCGGCCGC TCCC CCCGGG 
CTTAAG AGATCT TGATCA CCG 
CTCGAG GGCCGGCC A GGCGCGCC G -
3’ 
BssH; Not; XmaI, 
AflII; Bgl II; Bcl I; Xho 
I; Fse I; AscI, BssH 
backbone pC5_04 
68 
C5_20 5’- CGCGC GGCGCGCC T GGCCGGCC 
CTCGAG CGG TGATCA AGATCT 
CTTAAG CCCGGG GGGA GCGGCCGC G 
-3’ 
rev zu C5_19 68 
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C5_31 5’- CGCGC GGCCGGCC AGGCCT 
CAGCTG ATAAGAAT GCGGCCGC 
GGCGCGCC G-3’ 
BssHII, FseI, StuI, 
PvuII, NotI, AscI, 
BssHII 
backbone pC5_11a  
50 
C5_32 5’- CGCGC GGCGCGCC GCGGCCGC 
ATTCTTAT CAGCTG AGGCCT 
GGCCGGCC G-3’ 
rev zu C5_31 50 
C5_33 5’- CGCGC CAGCTG ATA ACT TCG TAT 
A GCATACAT TAT ACG AAG TTAT 
TCTTACCCTGAG TCTAGA GC AGATCT 
GCGGCCGC G-3’ 
BssHII, PvuII, loxP, 
12 Basen, XbaI, BglII, 
NotI, BsshII 
backbone pC5_11b 
80 
C5_34 5’- CGCGC GCGGCCGC AGATCT GC 
TCTAGA CTCAGGGTAAGA 
ATAACTTCGTATA  ATGTATGC 
TATACGAAGTTAT CAGCTG G-3’ 
rev zu C5_33 80 
C5_111 5’- CGCGC GGCGCGCC GCGGCCGC GC 
TCTAGA CTCAGGGTAAGA 
ATAACTTCGTATA ATGTATGC 
TATACGAAGTTAT AGGCCT GGCCGGCC 
G -3’ 
backbone pC5_19 
REVERSE 
90 
C5_112 5’- CGCGC GGCCGGCC AGGCCT ATAA 
CTT CGT ATA GCA TAC AT TAT ACG 
AAG TTAT TCTTACCCTGAG TCTAGA GC 
GCGGCCGC GGCGCGCC G -3’ 
BssHII, FseI, StuI, 
loxP, 12 Basen, XbaI, 
NotI, AscI, BssHII 
backbone pC5_19 
90 
 
 
3.1.2.3 Oligodesoxynukleotide zur Amplifikation von Plasmid DNS mittels PCR  
 oder zur Sequenzierung von Plasmid-DNS 
 
Die in der Tabelle aufgeführten Oligodesoxynukleotide wurden von den Firmen MWG 
bzw. Operon synthetisiert. 
Tabelle 3.2: Liste der verwendeten Oligodesoxynukleotide 
TM = Schmelztemperatur 
Name Sequenz Bemerkung Basen TM 
 
Oligodesoxynukleotide zur Klonierung einer Sonde zum 
Durchsuchen einer genomischen Bibliothek 
 
C5_01 5’- GTT GTA TGT CTA GGC 
TAG AAT GG -3’ 
forward; Intron 3-4 23 66°C
C5_02 5’- CAC CCA GAA GCA ACC 
TTG GG -3’ 
forward; Exon 4 
S1/S2 
20 64°C
C5_03 5’- CCC AAG GTT GCT TCT 
GGG TG -3’ 
reverse; Exon 4 
S1/S2 
20 64°C
C5_04 5’- TCT TCT GAC TGT GGG 
ACC AG -3’ 
reverse; Intron 4-5 20 62°C
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Oligodesoxynukleotide zur Klonierung der 5`-Homologie 
 
C5_05 5’- GCC AGA AGC TGG AAA 
GAA CC-3’ 
forward, Targeting 
5’ Homologie   
20 62°C
C5_06 5’- GTA TTT GCC AGG CAT 
TGG TCC-3’ 
Reverse, 
Targeting 5’ 
Homologie 
21 64°C
C5_07 5’- GGG AAG CTC CTT TCC 
CTG TG-3’ 
forward, Targeting 
5’ Homologie   
20 64°C
C5_08 5’- CTA GCC TAG ACA TAC 
AAC ACA G -3’ 
Reverse, 
Targeting 5’ 
Homologie 
22 64°C
C5_09 5’- GAC AGC TGA GCT CCC 
TAT TG -3’ 
forward, Targeting 
5’ Homologie   
20 62°C
C5_10 5’- CAA GGC CAT CAA TTA 
CCA GAC-3’ 
Reverse, 
Targeting 5’ 
Homologie 
21 62°C
C5_27 5’- TCC ACT ATG TTC ATA 
GCA GCC -3’ 
Ersatz für C5_05 
forward 
21 62°C
C5_28 5’- CTC TGG CTC CTT CAT 
TGG GG -3’ 
Ersatz für C5_06 
Reverse 
20 64°C
C5_29 5’- ACT ACC AGC CCA GGG 
ATG G -3’ 
Ersatz für C5_07 
forward 
19 62°C
C5_30 5’- AAC TCT GCC TGT GGC 
TAT GG -3’ 
Ersatz für C5_08 
reverse 
20 62°C
C5_78 5’- AAC ATA CAT CAT GAC 
TAA GAA GC -3’ 
forward, Targeting 
5’ Homologie   
23 62°C
C5_79 5’- GTG TCT CTA GTT GCA 
TAT GTA GC-3’ 
forward, Targeting 
5’ Homologie   
23 66°C
C5_80 5’- CCA AAG TGT GGA TTC 
TTC ATT CC-3’ 
forward, Targeting 
5’ Homologie   
23 66°C
C5_82 5’- CGG AAT TCG TGT CTC 
TAG TTG CAT ATG TAG C -3’
siehe C5_79 plus 
EcoRI  
31 66°C
C5_83 5’- CGG AAT TCC CAA AGT 
GTG GAT TCT TCA TTC C -3’
siehe C5_80 plus 
EcoRI 
31 66°C
C5_85 5’- CGG AAT TCA TGC CAG 
GAC CAG GAA GTG G -3’ 
forward, Targeting 
5’ Homologie 
28 64°C
C5_86 5’- CTA GGT AAC TGG GAT 
GTT TAG C -3’ 
forward, Targeting 
5’ Homologie 
22 64°C
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Oligodesoxynukleotide zur Klonierung der 3`-Homologie 
 
C5_11 5’- CTC TCC AGT ACA 
TGC CAT CTT C -3’ 
forward, Targeting 3’ 
Homologie   
22 64°C
C5_12 5’- GAA CAT CAC CAC 
AGA AGT CCC -3’ 
Reverse, Targeting 3’ 
Homologie 
21 64°C
C5_13 5’- GCG AGG AGA GAG 
AGG TGA G -3’ 
forward, Targeting 3’ 
Homologie   
19 62°C
C5_14 5’- CAG GGG GTG GGA 
AAC TTC C-3’ 
Reverse, Targeting 3’ 
Homologie 
19 62°C
 
Oligodesoxynukleotide zur Klonierung von 5` Sonden 
 
C5_15 5’- GCA GAG GGT GAA 
TAA GGG GC-3’ 
forward, Sonde 5’ 
Homologie 
20 64°C
C5_16 5’- GAG GTA TTG CTG 
GAT CTT CTG -3’ 
reverse, Sonde 5’ 
Homologie 
21 62°C
C5_23 5’- CTG TCG CCC TAG 
GGT TAT AGG -3’ 
forward, Sonde 5’ 
Homologie 
21 66°C
C5_24 5’- CCA GAC TGA CTT 
CCA GAG TGG -3’ 
reverse, Sonde 5’ 
Homologie 
21 66°C
C5_50 5’- GGT AAG AGG GAG 
ACA ATA GAG C -3’ 
forward, Sonde 5’ 
Homologie 
22 66°C
C5_51 5’- GGA ATG AAG AAT 
CCA CAC TTT GG -3’ 
reverse, Sonde 5’ 
Homologie 
23 66°C
C5_81 5’- AGC TGA GTA GTA 
CTC CAT TGT G-3’ 
reverse, Sonde 5’ 
Homologie 
22 64°C
C5_87 5’- CAG ACT GAC TTC 
CAG AGT GG -3’ 
reverse, Sonde 5’ 
Homologie 
20 62°C
C5_98 5’- GGA ATT CCC CAC 
AAC TAA TAT CC -3’ 
forward, Sonde 5’ 
Homologie 
23 66°C
C5_102 5’- GAC AGC AGA TGT 
TGG CGA GG -3’ 
forward, Sonde 5’ 
Homologie 
20 64°C
C5_103 5’- CTT CTT GAG TTT 
CAT GAG TTT TGC -3’ 
reverse, Sonde 5’ 
Homologie 
24 66°C
C5_104 5’- GAC CAG ATG GGT 
TTA GTG C -3’ 
forward, Sonde 5’ 
Homologie 
19 58°C
C5_105 5’- GGG TCT TAA TGT 
GGT TTA GG -3’ 
reverse, Sonde 5’ 
Homologie 
20 58°C
C5_106 5’- CCT TAG ATG CTG 
AGA AAG C -3’ 
forward, Sonde 5’ 
Homologie 
19 56°C
C5_107 5’- TAC CTT ACA GAA 
GCT TTG C -3’ 
reverse, Sonde 5’ 
Homologie 
19 54°C
C5_108 5’- CCC ATT CAT GAT 
AAA AGT CTT GG -3’ 
forward, Sonde 5’ 
Homologie 
23 64°C
C5_109 5’- TCT CAC AGC ACA 
AGC CAT TGC -3’ 
reverse, Sonde 5’ 
Homologie 
21 64°C
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Oligodesoxynukleotide zur Klonierung einer 3` Sonde 
 
C5_21 5’- CGT GTC CAT GCT 
ATC ATG GAG -3’ 
forward, Sonde 3’ 
Homologie 
21 64°C
C5_22 5’- GAT GGT GAG GAC 
TGG ACT CC -3’ 
reverse, Sonde 3’ 
Homologie 
20 64°C
C5_25 5’- GAT ATC ACT TCG 
GTC CAT CCC -3’ 
forward, Sonde 3’ 
Homologie 
21 64°C
C5_26 5’- CTC TGT CTT CTG 
GAA TGT GAG G -3’ 
reverse, Sonde 3’ 
Homologie 
22 66°C
 
Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung des Vektors pC5_05 
 
C5_04 5’- TCT TCT GAC TGT 
GGG ACC AG -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 3 
20 62°C
C5_10 5’- CAA GGC CAT CAA 
TTA CCA GAC-3’ 
Reverse, Targeting 5’ 
Homologie 
21 62°C
C5_30 5’- AAC TCT GCC TGT 
GGC TAT GG -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 3 
20 62°C
C5_43 5’- CCA TAG CCA CAG 
GCA GAG TT -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 3 
(For zu C5_30) 
20 62°C
C5_44 5’- CGG AAT GGA CCT 
GGT GAG C-3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 3 
19 62°C
C5_45 5’- GCT CAC CAG GTC 
CAT TCC G -3’ 
Rev zu C5_44 19 62°C
C5_46 5’- GAA ATG TGG TTC 
CTT CTA TCC -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 3 
21 60°C
C5_47 5’- GGA TAG AAG GAA 
CCA CAT TTC -3’ 
Rev zu C5_46 21 60°C
C5_48 5’- CTG GTC CCA CAG 
TCA GAA GA -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 3 
(For zu C5_04) 
20 62°C
C5_49 5’- GTC TGG TAA TTG 
ATG GCC TTG -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 3 
(For zu C5_10) 
21 62°C
 
Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung des Vektors pC5_06 
 
C5_09 5’- GAC AGC TGA GCT 
CCC TAT TG -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 2 
20 62°C
C5_71 5’- GCT TCA ATG GGA 
GGA GAG G - 3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 2 
19 60°C
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C5_72 5’- CCT CTC CTC CCA 
TTG AAG C - 3’ 
rev zu C5_71 19  60°C
C5_73 5’- CGT GTT ACA AAT 
GGT TGT CAG C -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 2 
22 64°C
C5_74 5’- GCT GAC AAC CAT 
TTG TAA CAC G -3’ 
rev zu C5_73 22 64°C
C5_75 5’- GCT ACT CCT GGA 
ACT TCT GC -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 2 
20 62°C
C5_76 5’- GCA GAA GTT CCA 
GGA GTA GC -3’ 
rev zu C5_75 20 62°C
C5_77 5’- CAA TAG GGA GCT 
CAG CTG TC -3’ 
Sequenzprimer rev, 
Fragment 2 
Rev zu C5_09 
20 62°C
 
Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung des Vektors pC5_07 
 
C5_88 5’- GCT AGA GAA AGT 
ACC CAA GG -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 1 
20 60°C
C5_89 5’- CCT TGG GTA CTT 
TCT CTA GC -3’ 
Sequenzprimer rev, 
Fragment 1 
20 60°C
C5_90 5’- CGA CTT TAT CTG 
CTA TGA TGA GG -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 1 
23 66°C
C5_91 5’- CCT CAT CAT AGC 
AGA TAA AGT CG -3’ 
Sequenzprimer rev, 
Fragment 1 
23 66°C
C5_92 5’- GGA TAG AAA CTC 
ACA CCA GGC -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 1 
21 64°C
C5_93 5’- GCC TGG TGT GAG 
TTT CTA TCC -3’ 
Sequenzprimer rev, 
Fragment 1 
21 64°C
C5_94 5’- GAA GGG ACG ATG 
AAT TCA GAG G -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 1 
22 66°C
C5_95 5’- CCT CTG AAT TCA 
TCG TCC CTT C -3’ 
Sequenzprimer rev, 
Fragment 1 
22 66°C
 
Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung des Vektors pC5_12 
 
C5_52 5´- GCA ATG TGA TCC 
CTG CAG TAC -3´ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 4 
21 64°C
C5_53 5´- GTA CTG CAG GGA 
TCA CAT TGC -3´ 
Rev zu  C5_52 21 64°C
C5_54 5´- CTT ATC ACC ATC 
AGG GGA ATG G -3´ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 4 
22 66°C
C5_55 5´- CCA TTC CCC TGA 
TGG TGA TAA G -3´ 
Rev zu C5_54 22 66°C
C5_56 5´- GGC TGA GTA ATG 
AAG ACA GGG -3´ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 4 
21 64°C
C5_57 5´- CCC TGT CTT CAT 
TAC TCA GCC -3´ 
Rev zu C5_56 21 64°C
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C5_58 5´- CTC ACC TCT CTC 
TCC TCG C 3´ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 4 
Rev zu C5_13 
19 62°C
C5_84 5’- GGA ACA TCG AAG 
GCA AAT TAT GC -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 4 
23 66°C
 
Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung des Vektors pC5_13a 
 
C5_59 5´- GGA TGT CTA CCA 
TCT TTC TTC C -3´ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 5 
22 64°C
C5_60 5´- GGA AGA AAG ATG 
GTA GAC ATC C -3´ 
Rev zu C5_59 22 64°C
C5_61 5´- GCT CAC TAA ATG 
CAC TAC CTC C -3´ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 5 
22 66°C
C5_62 5´- GGA GGT AGT GCA 
TTT AGT GAG C -3´ 
Rev zu C5_61 22 66°C
C5_63 5´- GGG TTC ACC TAC 
AAT TCA CC -3´ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 5 
20 60°C
C5_64 5´- GGT GAA TTG TAG 
GTG AAC CC -3´ 
Rev zu C5_63 20 60°C
C5_65 5´- GGA GTA AAG TTC 
CAG GTA CC -3´ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 5 
20 60°C
C5_66 5´- GGT ACC TGG AAC 
TTT ACT CC -3´ 
Rev zu C5_65 20 60°C
C5_67 5´- CCC AAG AGT ATG 
CCT TAT ACG -3´ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 5 
21 62°C
C5_68 5´- CGT ATA AGG CAT 
ACT CTT GGG -3´ 
Rev zu C5_67 21 62°C
C5_69 5´- CTA CAG ATG CTC 
AAC ATC AGC -3´ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 5 
21 62°C
C5_70 5´- GCT GAT GTT GAG 
CAT CTG TAG -3´ 
Rev zu C5_69 21 62°C
C5_96 5’- GTG GTG ATG TTC 
AAC ACT GCC -3’ 
Sequenzprimer for, 
Fragment 5 
21 64°C
C5_113 5’- CTA AAC TTG GAG 
TTA CAG ATG G -3’ 
Sequenzprimer 
3’ Homologie Ende 
22 62°C
 
Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung der  
loxP_SA_IRES_GFP- FRT-NEO-FRT-Kassette 
 
C5_114 5’- CCA CCA TAT TGC 
CGT CTT TTG -3’ 
Sequenzprimer 
loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for 
21 62°C
C5-115 5’- CAA AAG ACG GCA 
ATA TGG TGG -3’ 
Sequenzprimer REV 
zu C5_114 
21 62°C
C5_116 5’- CCT CAA GCG TAT 
TCA ACA AGG -3’ 
Sequenzprimer 
loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for 
21 62°C
C5_117 5’- CCT TGT TGA ATA 
CGC TTG AGG -3’ 
Sequenzprimer REV 
zu C5_116 
21 62°C
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C5_118 5’- CTG AAG TTC ATC 
TGC ACC ACC -3’ 
Sequenzprimer 
loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for 
21 64°C
C5_119 5’- GGT GGT GCA GAT 
GAA CTT CAG -3’ 
Sequenzprimer REV 
zu C5_118 
21 64°C
C5_120 5’- GCC ACA ACG TCT 
ATA TCA TGG -3’ 
Sequenzprimer 
loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for 
21 62°C
C5_121 5’- CCA TGA TAT AGA 
CGT TGT GGC -3’ 
Sequenzprimer REV 
zu C5_120 
21 62°C
C5_122 5’- GCC ATA CCA CAT 
TTG TAG AGG -3’ 
Sequenzprimer 
loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for 
21 62°C
C5_123 5’- CCT CTA CAA ATG 
TGG TAT GGC -3’ 
Sequenzprimer REV 
zu C5_122 
21 62°C
C5_124 5’- CCA AGG CAG TCT 
GGA GCA TG -3’ 
Sequenzprimer 
loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for 
20 64°C
C5_125 5’- CAT GCT CCA GAC 
TGC CTT GG -3’ 
Sequenzprimer REV 
zu C5_125 
20 64°C
C5_126 5’- GCT CAG AGG CTG 
GGA AGG G -3’ 
Sequenzprimer 
loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for 
19 64°C
C5_127 5’- CCC TTC CCA GCC 
TCT GAG C -3’ 
Sequenzprimer REV 
zu C5_126 
19 64°C
C5_128 5’- GTC AAG ACC GAC 
CTG TCC G -3’ 
Sequenzprimer 
loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for 
19 62°C
C5_129 5’- CGG ACA GGT CGG 
TCT TGA C -3’ 
Sequenzprimer REV 
zu C5_128 
19 62°C
C5_130 5’- CTG GAC GAA GAG 
CAT CAG GG -3’ 
Sequenzprimer 
loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for 
20 64°C
C5_131 5’- CCC TGA TGC TCT 
TCG TCC AG -3’ 
Sequenzprimer REV 
zu C5_130 
20 64°C
C5_132 5’- CGA GTT CTT CTG 
AGG GGA TC -3’ 
Sequenzprimer 
loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for 
20 62°C
C5_133 5’- GAT CCC CTC AGA 
AGA ACT CG -3’ 
Sequenzprimer REV 
zu C5_132 
20 62°C
C5_134 5’- CCC ACT CAT GAT 
CTA TAG ATC T -3’ 
Sequenzprimer 
loxP_SA_IRES_GFP-
FRT-NEO for 
22 62°C
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Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung der Thymidinkinase 
 
TK_1 5’- GGG CAG CGG CCA 
ATA GCA GC -3’ 
Sequenzprimer for, 
TK 
20 68°C
TK_2 5’- CGC AAC TGC TGG 
TGG CCC -3’ 
Sequenzprimer for, 
TK 
18 62°C
TK_3 5’- GCG GTA CCT TAT 
GGG CAG C    -3’ 
Sequenzprimer for, 
TK 
19 62°C
TK_4 5’- CAA CGG CGA CCT 
GTA TAA CG  -3’ 
Sequenzprimer for, 
TK 
20 62°C
TK_5 5’- AGG GCT GGC ACT 
CTG TCG -3’ 
Sequenzprimer for, 
TK 
18 60°C
TK_6 5’- TGG GAC CGA ACC 
CCG CG -3’ 
Sequenzprimer rev, 
TK 
17 60°C
TK_7 5’- AGC AAC TCG GGG 
GCC CG -3’ 
Sequenzprimer rev, 
TK 
17 60°C
TK_8 5’- GCT GCC CAT AAG 
GTA CCG C    -3’ 
Sequenzprimer rev, 
TK 
19 62°C
TK_9 5’- GGG CCA CCA GCA 
GTT GCG -3’ 
Sequenzprimer rev, 
TK 
18 62°C
TK_10 5’- GCT GCT ATT GGC 
CGC TGC CC -3’ 
Sequenzprimer rev, 
TK 
20 68°C
 
Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung der 5` Sonden 
 
C5_97 5’- GAG ACT CTC TAT 
GGT TTA AGA GC -3’ 
Sequenzprimer for,  
5` Sonde 
23 66°C
C5_98 5’- GGA ATT CCC CAC 
AAC TAA TAT CC -3’ 
Sequenzprimer for, 
5` Sonde 
23 66°C
C5_99 5’- GGA TAT TAG TTG 
TGG GGA ATT CC-3’ 
Sequenzprimer rev, 
5` Sonde 
23 66°C
C5_100 5’- GCT CTA TTG TCT 
CCC TCT TAC C -3’ 
Sequenzprimer rev, 
5` Sonde 
22 66°C
C5_101 5’- CTT AAA CCA TAG 
AGA GTC TCT GC -3’ 
Sequenzprimer rev 
5` Sonde 
23 66°C
 
Oligodesoxynukleotide zur Sequenzierung der 3` Sonden  
 
C5_35 5’- CTC CTC CCA CCT 
GTG AGG -3’ 
Sequenzprimer for, 3` 
Sonde 
18 60°C
C5_36 5’- CCT CAC AGG TGG 
GAG GAG -3’ 
Rev zu C5_35 18 60°C
C5_37 5’- CTG GTC TAT GAA 
CCA AAT TTG G -3’ 
Sequenzprimer for,  
3` Sonde 
22 62°C
C5_38 5’- CCA AAT TTG GTT 
CAT AGA CCA G -3’ 
Rev zu C5_37 22 62°C
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3.1.3 Verwendete Plasmidvektoren 
 
Plasmide sind bakterielle, zirkuläre, doppelsträngige, selbstreplizierende DNS-
Moleküle, die extrachromosomal vererbt werden. Sie bestehen aus einem 
Replikationsstart  (origin of replication, ori), einem Selektionsgen (meist ein 
Antibiotikumresistenzgen) und einer Klonierungsstelle (multiple cloning site, MCS), 
die für multiple Erkennungssequenzen von Restriktionsendonukleasen codiert. Diese 
ermöglicht es, fremde DNS ins Plasmid einzuschleusen. Einige Plasmide besitzen 
weitere Gene, die bestimmte Selektionen ermöglichen (z.B. lacZ).  
 
pBluescript SK (-) 
Der pBluescript SK (-) ist ein Plasmid mit einer Länge von 2961 bp und wurde von der 
Firma Stratagene bezogen. Er besitzt ein Ampicillinresistenzgen und das N-terminale α-
Fragment des ß-Galaktosidasegens (lacZ), daß alleine jedoch keine ß-Galaktosidase-
Aktivität besitzt. In Wirtszellen, die den C-termialen Teil dieses ß-Galaktosidase-Gens 
enthalten, können sich diese beiden inaktiven Proteinfragmente zusammenlagern und 
ein aktives Enzym bilden, das das farblose Substrat X-gal nach Enzyminduktion mit 
IPTG in einen blauen Farbstoff spalten kann.  
In pBluescript liegt, wie in vielen anderen Klonierungsvektoren, eine multiple 
Klonierungssequenz (MCS) innerhalb der kodierenden Sequenz für das α-Fragment. 
Dadurch wird nach Insertion eines DNS-Fragments in die MCS des Vektors das lacZ-
Gen inaktiviert, da kein korrektes α-Peptid mehr gebildet wird. Nach Inkubation mit X-
Gal und IPTG bleiben rekombinante Klone weiß, wohingegen sich Klone ohne 
Insertion blau färben. pBluescript SK (-) wurde in dieser Arbeit zur Klonierung des 
Targetingvektors verwendet.  
 
C5_39 5’- CCA CTT GCT CAC 
TGT GAT GC -3’ 
Sequenzprimer for,  
3` Sonde 
20 62°C 
C5_40 5’- GCA TCA CAG TGA 
GCA AGT GG -3’ 
Rev zu C5_39 20 62°C 
C5_41 5’- CCT TGG GAA GGT 
TAA TGA TCA G -3’ 
Sequenzprimer for,  
3` Sonde 
22 64°C 
C5_42 5’- CTG ATC ATT AAC 
CTT CCC AAG G -3’ 
Rev zu C5_41 22 64°C 
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pUC 18 
pUC 18 ist ein Plamid mit einer Länge von 2686 bp und wurde von der Firma 
Stratagene bezogen. Auch pUC 18 enthält ein Ampicillinresistenzgen sowie das lacZ- 
Gen. pUC 18 wurde zur Herstellung einer Sonde für das Durchsuchen einer BAC-Klon-
Bank verwendet und diente als Testplasmid zur Bestimmung der 
Transformationskompetenz kompetenter Zellen. 
 
pBTK_1 
Dieser Vektor wurde von Prof. Dr. Mortensen, Havard Medical School, Boston, USA 
zur Verfügung gestellt. 
 
pmCaTL_65A 
Dieser Vektor wurde von Frau Jenny Olausson, Institut für Pharmakologie und 
Toxikologie, Universität des Saarlandes zur Verfügung gestellt. 
 
BAC-Plasmid 
Das BAC-Plasmid 29P23 aus einer genomischen Datenbank des Mausstammes 129 SvJ 
wurde mit Hilfe einer TRPC5-spezifischen Sonde durch das Roswell Park Cancer 
Institute, Buffalo, NY, USA identifiziert. pBAC 29P23 wurde als Matrize zur 
Amplifizierung von DNS-Fragmentn aus dem TRPC5 Genlokus verwendet. 
 
3.1.4 Restriktionsendonukleasen 
 
In der folgenden Tabelle sind die wichtigsten in dieser Arbeit verwendeten 
Restriktionsendonukleasen aufgeführt. Sie wurden von der Firma New England Biolabs 
als auch von der Firma Invitrogen bezogen. 
 
Tabelle 3.3: Liste der verwendeten Restriktionsendonukleasen 
Restriktionsenzym 5`-3`Erkennungssequenz Wirtsorganismus 
Asc I GGCGCGCC Arthrobacter 
Afl II CTTAAG Anabaena flos-aquae 
Bgl II AGATCT Bacillus globigii 
BssH II GCGCGC Bacillus stearothemophilus H13 
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EcoR I GAATTC Escherichia coli RY 13 
Fse I GGCCGGCC Frankia species Eul 1b 
Kpn I GGTACC Klebsiella pneumoniae OK8 
Not I GCGGCCGC Nocardia otitidis-caviarum 
Sal I GTCGAC Streptomyces albus G 
Stu I AGGCCT Streptomyces tubercidicus 
Xba I TCTAGA Xanthomonas badrii 
Xho I CTCGAG Xanthomonas holcicola 
Xma I CCCGGG Xanthomonas malvacearum 
 
 
3.1.5 Modifizierende Enzyme 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden weitere Enzyme verwendet, die zur Modifikation und 
Klonierung der DNS dienten. 
 
Tabelle 3.4: Liste der verwendeten modifizierenden Enzyme 
Enzym Verwendungszweck Herkunft 
Taq-Polymerase Amplifizierung von DNS-
Fragmenten mittels PCR 
Thermus aquaticus 
Pfu-Polymerase Amplifizierung von DNS-
Fragmenten mittels PCR 
Pyrococcus furiosus
T4-DNS-Polymerase Auffüllen von 5` und 3` 
Überhängen 
Escherichia coli 
T4-DNS-Ligase Ligation von DNS-Fragmenten Bacteriophage T4 
T4-DNS-
Polynukleotidkinase 
5` Phosphorylierung von DNS-
Fragmenten 
Bacteriophage T4 
Alkalische Phosphatase 5`-Dephosphorylierung von 
Vektor-DNS 
Kälberdarm 
Ribonuklease A (RNase A) Abbau von RNA  Escherichia coli 
Lysozym Abbau von Proteinen Hühnereiweiß 
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3.1.6 Puffer und Lösungen 
 
Zur Herstellung der Puffer und Lösungen wurde deionisiertes Wasser aus der 
Reinstwasseranlage „Reinstwassersystem Clear plus“ verwendet. 
  
0,5 M EDTA (1 l), pH 8,0 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
186,1 g Na2-EDTA 0,5 M 
ad 1000 ml H2Osteril  
Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar für 20 Minuten 
 
1 M Tris-HCl, pH 7,5 (1 l) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
121 g Tris (Base) 1 M 
800 ml  H2Osteril  
ad 1000 ml H2Osteril  
Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar für 20 Minuten 
 
Lysozymlösung (1 ml) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
10 mg Lysozym 10 mg/ml 
ad 1ml H2Osteril  
 
5 M NaCl (1 l) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
292,2 g NaCl 5 M 
ad 1000 ml H2Osteril  
Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar für 20 Minuten 
 27
STET-Puffer (1 l) 
 Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
80 g Saccharose 8% 
50 ml Triton X-100 5% 
25 ml 2 M Tris-HCl, pH 8 50 mM 
100 ml 0,5 M EDTA 50 mM 
ad 1000 ml H2Osteril  
 
RNase Wasser (100 ml) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
99,2 ml RNaseA [10 mg/ml]  10  mg/ml 
500 μl 2 M Tris HCl, pH 7,5 10 mM 
300 μl 5 M NaCl 15 mM 
100 ml   
Aliquotieren à 1 ml, Lagerung bei -20°C 
 
10 x DNS-Gelladepuffer (50 ml) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
20 g Harnstoff 40% (w/v) 40 % (w/v) 
20 g Glycerin 99% (w/v) 40 % (w/v) 
5 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 50 mM 
500 μl 1 M Tris-HCl, pH 7,0 10 mM 
1 Spatelspitze Bromphenolblau  
1 Spatelspitze Xylencyanol FF  
ad 50 ml H2Osteril  
Durch den DNS-Gelladepuffer wird die Dichte der Probe erhöht und das Auftragen der 
Probe erleichtert. Die Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol wandern in einer 
definierten Geschwindigkeit zur Anode und dienen so als Indikator. 
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10 x TBE-Puffer, pH 8,0 (1 l) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
108 g Tris HCl 0,89 M 
55 g Borsäure 0, 89 M 
40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 0,02 M 
ad 1000 ml  H2Osteril   
 
1 x TE-Puffer (50 ml) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
500 μl 1 M Tris HCl, pH 8,0 10 mM 
100 μl 0,5 M EDTA, pH 8,0 1 mM 
ad 50 ml H2Osteril  
  
10 x PCR-Reaktionspuffer (100 ml) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
1,21 g Tris HCl 100 mM 
0,305 g MgCl2*6H2O 15 mM 
3,728 g KCl 500 mM 
ad 100 ml H2Osteril  
 
Lysis-Puffer zur Isolierung genomischer DNS aus ES-Zellen (50 ml) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
5 ml 1 M Tris HCl, pH 8,5 100 mM 
500 μl 0,5 M EDTA 5 mM 
2 ml 5 M NaCl 200 mM 
500 μl 20 % SDS 0,2 % 
ad 50 ml  H2Osteril   
Kurz vor Gebrauch Zugabe von 500 μl Proteinase K (Konzentration: 10mg/ml; 
Endkonzentration: 100 μg/ml) 
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0,25 M HCl (1 l) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
20,76 ml HCl (37%) 0,25 M 
ad 1000 ml H2Osteril  
 
0,5 M NaOH/ 1,5 M NaCl (1 l) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
20,05 g NaOH 0,5 M 
87,66 g NaCl 1,5 M 
ad 1000 ml H2Osteril  
Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar für 20 Minuten 
 
0,5 M Tris/ 3 M NaCl (1 l) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
60,57 g Tris HCl 0,5 M 
175,32 g NaCl 3 M 
ad 1000 ml H2Osteril  
Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar für 20 Minuten 
 
1 M Na2HPO4 (1 l) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
178,0 g Na2HPO4*2 H2O 1 M 
ad 1000 ml H2Osteril  
Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar für 20 Minuten 
 
1 M NaH2PO4 (1 l) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
156,0 g NaH2PO4*2 H2O 1 M 
ad 1000 ml H2Osteril  
Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar für 20 Minuten 
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20 % SDS (1 l) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
200 g Sodiumdilaurylsulfat (SDS) 20 % 
ad 1000 ml H2Osteril  
Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar für 20 Minuten 
 
20 x SSC, pH 7,0 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
88,23 g Natrium-Citrat 300 mM 
175,32 g NaCl 3 M 
ad 1000 ml H2Osteril  
Dampfsterilisation bei 121°C und 1 bar für 20 Minuten 
 
Church-Puffer zur Prähybridisierung und Hybridisierung (1 l) 
Menge/ Volumen Substanz Endkonzentration 
387 ml 1 M Na2HPO4  
113 ml 1 M NaH2PO4  
350 ml 20 % SDS-Lösung 7 % 
110 ml 10 % BSA-Lösung 1 % 
2 ml 0,5 M EDTA 1 mM 
10 ml Lachssperma-DNS  
(vor Zugabe bei 95°C 
denat.) 
0,1 mg/ml 
ad 1000 ml H2Osteril  
 
 
3.1.7 Bakterienstämme 
 
Zur Vermehrung der für das Targetingkonstrukt relevanten DNS-Bereiche wurde der 
Bakterienstamm Escherichia coli XL-1 Blue verwendet. Er besitzt folgenden Genotyp: 
Stamm Genotyp 
E. coli recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 
relA1 lac [F´ proAB+ lac/qZΔM15Tn10 (Tetr)]  
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Zur Vermehrung des Targetingvektors pC5_16 wurden zusätzlich folgende 
Bakterienstämme verwendet: 
Stamm Genotyp 
DH5α Zellen F- Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 
recA1 endA1 hsdR17(rk-, mk+) phoA supE44 λ-
thi-1 gyrA96 relA1 
Epicurian Coli XL-10 Gold Zellen TetrΔ(mcrA)183Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 
endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac 
Hte [F´ proAB lac/qZΔM15 Tn10 (Tetr) Amy 
Camr]a 
Epicurian Coli SURE Zellen e14- (McrA-) Δ(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 
endA1 supE44 thi-1 gyrA96 relA1 lac recB recJ  
sbcC umuC::Tn5 (Kanr) uvrC [F´ proAB 
lac/qZΔ(M15 Tn10 (Tetr)] 
 
 
3.1.8 Nährmedien 
  
Die meisten Bakterien lassen sich in Flüssigmedien heranzüchten, die die für die 
Bakterien notwendigen Nährstoffe in entsprechender Konzentration enthalten. Sie 
ermöglichen das Wachstum und die Teilung der Bakterien. 
Bei dem für diese Arbeit verwendeten Medium handelt es sich um ein komplexes 
Medium namens Luria-Bertani (LB).  Es enthält Trypton, welches im wesentlichen 
Aminosäuren und Peptide liefert, Hefeextrakte, welche als Stickstoff- und 
Zuckerlieferanten dienen und organische und anorganische Nährstoffe bereitstellen, 
sowie NaCl.  
Durch Zugabe von Agar kann aus diesem Flüssigmedium ein Festmedium hergestellt 
werden, welches zur Vereinzelung von Bakterienkolonien dient.  
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3.2 METHODEN 
 
 
3.2.1 Herstellung transformationskompetenter Zellen 
 
Die Aufnahme von gelösten DNS-Molekülen durch Bakterienzellen bezeichnet man als 
Transformation. Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterienzellen werden 
häufig chemische Verfahren wie die Calciumchlorid-Methode oder die TSS-Methode 
angewendet. 
Zur Herstellung transformationskompetenter Bakterienzellen mit der TSS-Methode 
wurden 5 ml LB-Medium mit einer Kolonie E.coli XL-1 Blue, die durch 
Vereinzelungsausstrich auf einer Agarplatte erhalten wurde, angeimpft und bei          
150 – 200 rpm und 37°C über Nacht inkubiert. Am folgenden Tag wurden 100 ml     
LB-Medium mit 1 ml dieser Übernachtkultur angeimpft und bis zum Erreichen einer 
OD578 von 0,35 – 0,4  in einem Schüttelinkubator bei 37°C geschüttelt. Anschließend 
wurde die Bakteriensuspension mittels Zentrifugation bei 4°C von 10 min bei 1000x g 
(Beckman, Rotor JA 10, 3000 rpm) pelletiert und in 15 ml 1 x TSS-Puffer, 4°C 
resuspendiert. Im folgenden Schritt wurden die Zellen à 300 µl in eiskalte 1,5 ml 
Reaktionsgefäße aliquotiert, durch Übergießen mit flüssigem Stickstoff schockgefroren 
und bei -80°C gelagert.  
 
TSS-Puffer  10% (w/v) PEG 3.350 
   5% (v/v) DMSO 
   50 mM MgCl2  ad 50 ml LB-Medium (steril) 
 
Um die Transformations-Kompetenz der Zellen zu testen, wurde ein Aliquot der 
gewonnenen kompetenten Zellen  mit 5 ng Plasmid-DNS (pBR322 oder pUC18) 
transformiert (siehe 3.2.2). Von diesem Ansatz wurden je zwei Verdünnungen von 1:10, 
1:100 und 1:1000 auf LB-Amp-Platten (Ampicillin-End-Konzentration von 50 μg/ml) 
ausgestrichen und bei 37°C über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag erfolgte die 
Auswertung durch Auszählung der gewachsenen Kolonien. Hiermit konnte die 
Transformationskompetenz mit folgender Formel berechnet werden: 
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Transformanden/µg DNS = n * F * VG/Vx * 1/M 
 
n = Anzahl der Kolonien 
F = Verdünnungsfaktor 
VG = Gesamtvolumen des Transformationsansatzes 
Vx = ausplattiertes Volumen 
M = Menge an eingesetztem Plasmid [µg] 
 
Bei diesen mittels chemischer Vorbehandlung hergestellten kompetenten Zellen wird 
eine Kompetenz von ca. 106 - 107 Kolonien/µg Test-DNS erreicht.  
 
3.2.2 Transformation 
 
Die Transformation dient der Aufnahme von in vitro rekombinierter DNS durch 
Bakterien. Das in dieser Arbeit angewendete Verfahren beruht auf einer Methode von 
Cohen et al. (1972). Der hierbei verwendete Hitzeschock bewirkt das Erweitern der 
Poren in der Membran, so daß der Durchtritt der DNS in die Zellen erleichtert wird. 
Zunächst wurden 300 µl kompetente Zellen langsam auf Eis aufgetaut. Im folgenden 
Schritt wurden 10 ng der zu transformierenden DNS hinzugegeben, vorsichtig gemischt 
und der Ansatz für 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte ein 2 minütiger 
Hitzeschock bei 42°C, dem sich eine 2 minütige Erholungsphase auf Eis anschloss. 
Hiernach wurden 900 µl LB-Medium hinzugefügt und der Ansatz für 2 Stunden bei 
37°C in einem Schüttelinkubator inkubiert. Nach dieser Wachstumsphase wurden 150 
µl dieser Suspension auf Selektionsagarplatten (LB-Amp-Platten  mit einer Ampicillin-
End-Konzentration von 50 μg/ml) ausplattiert und über Nacht bei 37°C im 
Wärmeschrank inkubiert.  
Bei der Transformation von Ligationsansätzen wurde zusätzlich das restliche Volumen 
der Bakteriensuspension mittels zweiminütiger Zentrifugation bei 800x g (Heraeus pico, 
3000 rpm) und Raumtemperatur (RT) pelletiert, der Überstand bis auf einen kleinen 
Rest des Nährmediums dekantiert. In diesem Überstand wurde das erhaltene Pellet 
gelöst und ausplattiert. Dieser Schritt wurde durchgeführt, da bei manchen 
Ligationsansätzen mit einer geringen Anzahl Transformanden gerechnet werden kann. 
 
 34
3.2.3 Präparation von Plasmid-DNS zur Analyse 
 
Die verwendete Methode beruht auf einem Verfahren nach (Holmes and Quigley, 
1981), die auch als „boiling method“, d.h. „Kochmethode“, bezeichnet wird. Mit diesem 
Verfahren kann in kurzer Zeit zu analytischen Zwecken aus 1,5 ml Bakterienkultur 
mehrere Mikrogramm Plasmid-DNS gewonnen werden. Hierbei werden genomische 
DNS und Plasmid-DNS voneinander getrennt. Durch die Behandlung der Bakterien mit  
Lysozym und Detergenzien des STET-Puffer wird die Bakterienzellwand 
aufgeschlossen. Das Erhitzen bei 95°C dient der Koagulation von Proteinen und der 
Denaturierung der genomischen DNS. Durch die zuvor beschriebenen Schritte und 
anschließende Zentrifugation gehen Plasmid-DNS und RNA in Lösung, während 
genomische DNS und Proteine sedimentiert werden. 
 
Zur Gewinnung von DNS wurden zunächst 5ml LB-Medium (versetzt mit Ampicillin in 
einer Endkonzentration von 50 µg/ml) mit einer Einzelkolonie, die aus einem Ausstrich 
auf einer LB-Amp-Platte erhalten wurden, angeimpft und für 12 bis 16 Stunden in 
einem Schüttelinkubator bei 150 bis 200 rpm und 37°C über Nacht kultiviert. Am 
nächsten Tag erfolgte eine Zentrifugation von 1,5 ml der Suspension für 10 min bei 
1200x g (Heraeus pico, 3500 rpm) und RT. Man erhielt ein Bakterienpellet, der 
Überstand wurde verworfen. Da die Bakterienzelle von einer Zytoplasmamembran 
eingehüllt und von einer widerstandsfähigen Zellwand umgeben ist, mussten diese 
Barrieren aufgebrochen werden, um den Zellinhalt freizugeben. Zur chemischen Lyse 
der Zellwand wurde Lysozym verwendet. Hierbei handelt es sich um ein Enzym, das im 
Hühnereiweiß und in Körperflüssigkeiten wie Speichel und Tränen vorkommt. Es 
spaltet die glykosidische Bindung des Mureins zwischen N-Acetylmuraminsäure und N-
Acetylglucosamin und baut so die Zellwand ab. Lysozym wurde vor Gebrauch zum 
STET-Puffer hinzugefügt, der neben Tris-HCl pH 8, EDTA, Saccharose und Triton X-
100 enthält. Saccharose verhindert das sofortige Platzen der Zellen, das Detergenz 
Triton X-100 lysiert die Zellen. Mit diesem STET-L-Puffer wurde das Bakterienpellet 
resuspendiert. Anschließend erfolgte eine Inkubation dieser Suspension für 5 min auf 
Eis, gefolgt von einer Minute im Heizblock bei 95°C. Dies bewirkt eine Koagulation 
der Proteine sowie die Denaturierung der genomischen DNS. Plasmid DNS wird nicht 
denaturiert, da es in der „supercoiled“ Form vorliegt. Aufgrund der Größe der 
chromosomalen DNS und ihrer Verbindung zur Zellwand konnte diese mittels 
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Zentrifugation bei 16000x g und RT für 15 min (Heraeus pico, 13000 rpm) 
abzentrifugiert werden. Es entstand ein Pellet, bestehend aus Zellwandresten und 
genomischer DNS, welches mittels sterilem Zahnstocher entfernt und verworfen wurde. 
Im nächsten Schritt erfolgte die Präzipitation der Plasmid-DNS durch Zugabe von 
Isopropanol und einer Zentrifugation von 30 min bei 16000x g und RT (Heraeus pico, 
13000 rpm). Nach einem folgenden Waschschritt mit 1 ml 70%igem Ethanol durch 
Zentrifugation von 10 min bei 16000x g und RT (Heraeus pico, 13000 rpm), wurde das 
DNS-Pellet getrocknet und anschließend in 50µl RNAse-H2O gelöst. Die auf diese 
Weise gelöste DNS enthielt zahlreiche Verunreinigungen und kann z.B. nicht für 
Sequenzierungen eingesetzt werden. 
 
3.2.4 Präparative Plasmidisolierung 
 
In dieser Arbeit wurde ein Kit-System (QIAgen Maxi-Plasmid-Purification System) 
verwendet, das einer modifizierten Variante der alkalischen Lyse von Birnboim and 
Doly (1979) entspricht. Mit dieser Methode lassen sich Ausbeuten von 200 bis 900 µg 
DNS aus 400 ml Kulturmedium erzielen. 
 
Zunächst wurden 5ml LB-Medium (versetzt mit Ampicillin in einer Endkonzentration 
von 50 µg/ml) mit einer Einzelkolonie angeimpft und für 12 bis 16 Stunden in einem 
Schüttelinkubator bei 150 bis 200 rpm und 37°C über Nacht kultiviert. Am nächsten 
Tag beimpfte man einen mit 400 ml LB-Medium befüllten Erlenmeyerkolben, der 
Ampicillin in einer Endkonzentration von 50μg/ml enthielt, mit 1 ml der 
Bakterienkultur und inkubierte diese erneut für 12 bis 16 Stunden in einem 
Schüttelinkubator bei 150 bis 200 rpm und 37°C. Am folgendend Tag wurde die Kultur 
für 10 Minuten bei 3950x g (Beckman, Rotor JA 10, 6000 rpm) und 4°C zentrifugiert 
und das entstandene Pellet in 10 ml Puffer P1, versetzt mit RNaseA, die den Abbau von 
Ribonukleinsäuren bewirkt, gelöst. 
Im Anschluß erfolgte die Zugabe von 10 ml Puffer P2 (Lysepuffer), der durch die 
enthaltenen Komponenten SDS und NaOH die Lyse der Bakterien bewirkt. Dabei 
kommt es zur Freisetzung von Zellinhalten und Proteinen, chromosomale DNS und 
Zellwandbestandteile werden denaturiert. 
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10 ml Puffer P3 (Neutralisationspuffer) wurden zugegeben, invertiert und der Ansatz 
für 20 Minuten auf Eis inkubiert. Die Neutralisation der denaturierten Proteine und 
anderer Zelltrümmer ist durch die Bildung weißer, flockiger Präzipitate erkennbar. 
Durch die sich anschließende Zentrifugation von 30 Minuten bei 17000x g (Beckman, 
Rotor JS 13.1, 13000 rpm) und 4°C wurden diese Überstände pelletiert und die sich in 
Lösung befindende Plasmid-DNS auf eine zuvor mit Puffer QBT äquilibrierten 
Silikatmatrix einer Anionenaustauschersäule gegeben.  
Nach zweimaligem Waschen mit 30 ml Puffer QC wurde die an die Silikatmatrix 
gebundene DNS unter Hochsalzbedingungen mit 15 ml Puffer QF eluiert. Nach Zugabe 
von 10,5 ml Isopropanol erfolgte eine Zentrifugation von 30 Minuten bei 17000x g 
(Beckman, Rotor JS 13.1, 13000 rpm) und 4°C, die eine Präzipitation der DNS bewirkt. 
Im letzten Schritt wurde das DNS enthaltende Pellet mit 70% Ethanol durch eine 
Zentrifugation von 5 Minuten bei 17000x g (Beckman, Rotor JS 13.1, 13000 rpm) und 
4°C gewaschen, an der Luft getrocknet und in 200 µl sterilem H2Odest aufgenommen. 
Die Plasmidisolierung mittels „QiaPrep® Spin Miniprep Kit“ (Katalognummer 27106) 
beruht auf derselben Methode, wobei andere Volumina eingesetzt und kürzere 
Zentrifugationszeiten verwendet wurden. Alle Schritte wurden nach Herstellerangaben 
durchgeführt. 
 
3.2.5 Präparative Isolierung von BAC-Plasmid-DNS 
 
BAC-Plasmide besitzen die Fähigkeit, sehr große DNS-Fragmente aufzunehmen. Das in 
dieser Arbeit verwendete BAC-Plasmid 29P23 wurde mit einem Kit der Firma Qiagen 
(QIAgen Maxi-Plasmid-Purification System) unter Anwendung des Low-Copy-
Plasmid-Protokolls aufgereinigt, das dem Prinzip des in Kapitel 3.2.4 beschriebenen 
Vorgehens entspricht. Hierbei wurde die sich in Lösung befindene Plasmid-DNS 
zusätzlich über einen Filter aufgereinigt und anschließend durch Zugabe von 0,7 Vol% 
Isopropanol und Zentrifugation von 30 Minuten bei 17000x g (Beckman, Rotor JS 13.1, 
13000 rpm) präzipitiert. Das erhaltene Pellet wurde in 500 µl TE-Puffer aufgenommen, 
auf ein Volumen von 12 ml aufgefüllt und über die zuvor mit Puffer QBT äquilibrierten 
Silikatmatrix einer Anionenaustauschersäule gegeben. Das weitere Protokoll entspricht 
dem des in Kapitel 3.2.4 beschriebenen. 
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3.2.6 DNS-Konzentrationsbestimmung 
 
Die Konzentration der in einer Maxi-Präparation erhaltenen DNS wurde mittels 
Absorptionsspektroskopie bestimmt. Aufgrund der enthaltenen aromatischen Basen 
absorbieren Nukleinsäuren Licht der Wellenlänge 260 nm.  
Hierzu wurde die präparierte DNS in einem geeigneten Verhältnis mit H2Osteril verdünnt 
und mit Hilfe des Spektralphotometers die Absorption bei 260 nm ermittelt. Als 
Referenz diente steriles H2Odest. Laut Hagemann (1990) entspricht eine Absorption von 
1,0 einer DNS-Konzentration von 50 µg/ml. Demzufolge kann die Konzentration der 
DNS anhand folgender Formel berechnet werden:   
 
Konzentration (µg/ml) = A260 nm x VF x M 
 
A260nm = Absorption bei 260 nm 
VF = Verdünnungsfaktor 
M = Multiplikationsfaktor ( beträgt für DNS 50µg/ml; s.o.) 
 
Diese lineare Funktion für die Konzentrationsberechnung gilt nur in einem 
Absorptionsbereich von 0,1 bis 1,0. Falls die Absorption ausserhalb dieses Bereiches 
liegt, muss eine Messung mit weiteren Verdünnungen durchgeführt werden.  
 Neben der Konzentration konnte bei der Absorptionsspektroskopie auch der 
Reinheitsgehalt der DNS bestimmt werden. Als Maß der Reinheit diente der Quotient 
der Absorption von 260 nm und 280 nm. Proteine absorbieren im Gegensatz zu DNS 
Licht bei einer Wellenlänge von 280 nm. Das Verhältnis lag in allen gemessenen 
Proben zwischen 1,5 und 1,8. 
   
3.2.7 Gelelektrophorese von DNS  
 
DNS-Fragmente können aufgrund ihrer unterschiedlichen Ladung und Größe im 
elektrischen Feld aufgetrennt werden. Die Auftrennung der DNS beruht darauf, daß 
diese als Polyanion zur Anode wandert. Hierbei wandern niedermolekulare DNS-
Fragmente mit schnellerer Geschwindigkeit durch die Gelmatrix zur Anode als 
höhermolekulare. Als poröse Matrix dienen Agarosegele, wobei zahlreichen OH-
Gruppen der Kohlenhydrate D- und L-Galaktose das Ausbilden von Wasserstoffbrücken 
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ermöglichen und das Gel seine Festigkeit erhält. Die Porengröße wird durch eine 
bestimmte Konzentration an Agarose definiert; je höher die Konzentration, desto kleiner 
die Porengröße. Ebenso bedient man sich der Polyacrylamidgele, die der Auftrennung 
kleinerer DNS-Fragmente dienen. Hier entsteht die Matrix durch radikalische 
Polymerisation des monomeren Acrylamids mit dem quervernetzenden 
Methylenbisacrylamid.  
Zur Herstellung der Agarosegele wurde Agarose in 400 ml 1x TBE-Puffer (Tris-Borat-
EDTA-Puffer) durch Erhitzen in der Mikrowelle gelöst. In dieser Arbeit wurden Gele 
mit einer Konzentrationen von 0,8% bis 2%, abhängig von der Größe der zu trennenden 
DNS-Fragmente, eingesetzt, wobei der Gehalt an Agarose mit abnehmender 
Fragmentgröße zunahm. Zur Detektion der DNS wurde der noch ca 50°C warmen 
Agarose-Lösung der Fluoreszensfarbstoff Ethidiumbromid in einer Konzentration von 
0,5 μg/ml zugesetzt, der mit seiner trizyklischen, planaren Gruppe mit einzelnen 
Basenpaaren der DNS interkaliert. Diese Lösung wurde in einen zuvor vorbereiteten 
Gelträger gegossen und erkalten gelassen. Zur präparativen Gelelektrophorese wurde 
GTG-Agarose verwendet, die gegenüber herkömmlichen Agarosen einen höheren 
Reinheitsgrad aufweist. 
Vor dem Auftragen der zu analysierenden Proben wurden diese mit 1/10 des Volumens 
an Gelladepuffer versetzt. Zusammen mit den Proben wurde ein DNS-
Molekulargewichtsmarker aufgetragen, anhand dessen die Größe der getrennten 
Fragmente bestimmt werden konnte. 
Der Gellauf erfolgte in einer Horizontalapparatur, an die eine Spannung von 80-120 V 
angelegt wurde. Als Laufpuffer diente ebenfalls 1xTBE-Puffer.  
Zur Auftrennung kleinerer DNS-Fragmente (100 bis 1000 bp) wurden 7%ige 
Polyacrylamid-Page-Gele verwendet. Hierzu wurde die entsprechende Menge 
Acrylamid/ Methylbisacrylamid-Lösung (Rotiphorese 40 29:1, Fa. Roth) mit 10xTBE-
Puffer versetzt und die Polymerisation des Acrylamids durch Zugabe von 0,075% (w/v) 
Ammoniumperoxydisulfat (APS) und 0,15% (v/v) N`,N`,N`,N`-Tetramethylethyldiamin 
(TEMED) bewirkt. Hierbei startet TEMED die Radikalreaktion und APS dient als 
Katalysator. Auch hier wurden die zu analysierenden Proben vor dem Auftragen mit 
1/10 des Volumens an Gelladepuffer versetzt. Die Elektrophorese erfolgte in einer 
Vertikalapparatur mit einer angelegten Spannung von 150 bis 200 V. Als Laufpuffer 
diente 1 x TBE-Puffer. Da Ethidiumbromid die Polymerisation von Polyacrylamidgelen 
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verhindert, werden diese daher erst nach der Auftrennung der DNS in einer 
Ethidiumbromid-Lösung inkubiert. 
Die Auswertung der aufgetrennten DNS-Fragmente im Gel erfolgte mit dem UV-
Transilluminator, wobei die Fragmente aufgrund des interkalierenden Ethidiumbromids 
rot-orange leuchteten. Das erhaltene Bild wurde mittels eines 
Videodokumentationssystems fotographiert. 
 
3.2.8 Elektroelution 
 
In dieser Arbeit wurde zur Isolierung von definierten DNS-Fragmenten nach einer 
elektrophoretischen Auftrennung die sogennante Elektroelution (Davis et al., 1986) 
angewandt. Hierbei wurde das mit Ethidiumbromid angefärbte DNS-Fragment unter 
dem UV-Tisch mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, in einen mit 300µl 
1xTBE-Puffer gefüllten Dialyseschlauch (Fa. Sigma) überführt und luftblasenfrei 
verschlossen. Daraufhin wurde dieser Schlauch in einer 
Flachbettelektrophoreseapparatur mit 4°C kaltem 1xTBE-Puffer bedeckt, eine konstante 
Stromstärke von 135 mA angelegt und die DNS 1 Stunde pro kb in den Puffer des 
Dialyseschlauches eluiert. Im Anschluß wurde die DNS-Lösung aus dem 
Dialyseschlauch in ein Reaktionsgefäß überführt und mittels NaCl/Ethanol-Fällung 
präzipitiert.   
 
Zur Herstellung der Dialyseschläuche wurden zunächst Stücke von 6 bis 8 cm Länge 
von der Rolle des Schlauchmaterials geschnitten und in einer 10 mM EDTA-Lösung 
autoklaviert. Im Anschluß wurde die Lösung dekantiert und die Schläuche mit H2Osteril 
gespült. Diese beiden Schritte wurden so oft wiederholt, bis die gelbliche Trübung nach 
dem Autoklavieren verschwunden war. Nach dem letzten Autoklavieren und Spülen 
wurden die Dialyseschläuche in 100% EtOH bei 4°C gelagert. 
 
3.2.9 DNS-Präzipitation mittels NaCl/Ethanol-Fällung 
 
Aufgrund ihrer negativ geladenen Phosphatgruppen ist DNS gut in wässrigen 
Lösungsmitteln, jedoch schlecht in organischen Lösungsmitteln wie Ethanol löslich. 
Um die in wässriger Lösung vorliegende Plasmid-DNS präzipitieren zu können, wurde 
diese Lösung mit 1/10 des Volumens an 5M NaCl versetzt, so daß eine NaCl-
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Endkonzentration von 0,45 M vorlag. Durch die Neutralisierung der negativ geladenen 
Gruppen der DNS nimmt die Löslichkeit der DNS ab. Der Ansatz wurde sorgfältig 
gemischt und das 2,5 fache Volumen an reinem Ethanol zugesetzt. Dadurch nimmt die 
Löslichkeit der DNS weiter ab, da Ethanol der DNS Wasser entzieht. Nach erneutem 
Mischen erfolgte zur Präzipitation eine Zentrifugation von 30 min bei 16000x g und RT 
(Heraeus pico, 13000 rpm), der sich ein Waschschritt mit 70% Ethanol mittels 
Zentrifugation von 10 min bei 16000x g und RT (Heraeus pico, 13000 rpm) anschloß, 
um die noch vorhandenen Salze herauszulösen. Der Überstand wurde dekantiert und das 
entstandene DNS-Pellet getrocknet und in ein geeignetes Volumen H2Osteril 
aufgenommen.  
 
3.2.10 Aufreinigung von DNS-Fragmenten durch Phenolisierung 
 
Um proteinhaltige Verunreinigungen nach DNS-Präparationen zu beseitigen, wurde in 
dieser Arbeit eine Phenol-Chlorophorm-Extraktion durchgeführt. Hierzu wurde eine 
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-Lösung (PCI; 25:24:1) verwendet. Die enthaltenen 
Komponenten Phenol und Chloroform haben eine denaturierende Wirkung auf Proteine, 
während der Isoamylalkohol das Schäumen verhindert. 
Zu 400 μl wässriger DNS-Lösung wurden 400 μl PCI gegeben und der Ansatz sorgfältig 
gemischt. Zur Phasentrennung erfolgte eine Zentrifugation bei 16000x g und RT 
(Heraeus pico, 13000 rpm) für 5 Minuten. Die obere wässrige Phase mit der darin 
gelösten DNS wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt, während die untere 
organische Phenolphase und die Interphase mit den darin enthaltenen denaturierten 
Proteinen verworfen wurden.  
Um das verbliebene Phenol in der wässrigen DNS-Lösung zu entfernen, wurde diese 
Lösung mit 400 μl Diethylether versetzt, gemischt und zur Phasentrennung ebenfalls für 
5 Minuten bei 16000x g und RT (Heraeus pico, 13000 rpm) zentrifugiert. Die obere 
organische Phase wurde verworfen und der vorangegangene Arbeitsschritt wiederholt. 
Der restliche Diethylether wurde bei RT verdampft und die DNS mittels NaCl/Ethanol-
Fällung präzipitiert. 
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3.2.11 Spaltung der DNS durch Einsatz von Restriktionsendonukleasen 
 
Zur Analyse von isolierter Plasmid-DNS sowie zur Klonierung und Linearisierung von 
DNS-Fragmenten wurden Restriktionsendonukleasen eingesetzt, die sequenzspezifisch 
doppelsträngige DNS aufspalten. Restriktionsendonukleasen werden aus 
Bakterienzellen gewonnen, die diese endogen vor Fremd-DNS schützen sollen. Diese 
Enzyme erkennen meist 4 bis 8 Basen lange, in der Regel palindromische Sequenzen 
und spalten an dieser für das entsprechende Enzym charakteristischen Stelle die 
Phosphodiesterbindung auf. Hierbei ist der Einsatz des jeweils entsprechenden Puffers 
für die Aktivität der Restriktionsendonukleasen essentiell. Bei einigen Enzymen wird 
ein Zusatz von bovinem Serumalbumin (BSA) in den Reaktionsansatz zur 
Stabilisierung der Enzyme empfohlen. 
Die Konzentration der Enzyme wird in Units/ml angegeben, wobei 1 Unit die Menge an  
Enzym ist, die benötigt wird, um 1 μg DNS  in einem Ansatz von 50 μl in einer Stunde 
bei korrekter Temperatur und in korrektem Puffer vollständig zu schneiden. Zur 
vollständigen DNS-Spaltung wurden pro μg DNS meist ca. 2-10 Units eines 
Restriktionsenzymes verwendet. 
 
3.2.12 Auffüllen der überhängenden Enden und 5`-Phosphatkinasierung 
 
Nach Amplifikation von DNS-Fragmenten mittels TAQ- bzw. Pfu-Polymerase 
entstehen Fragmente mit Adenosin-Überhängen. Um diese Fragmente in einen 
Plasmidvektor klonieren zu können, mussten diese Überhänge mit komplementären 
Thymidin-Nukleotiden aufgefüllt und an die neu entstehenden 5` Enden 
Phosphatgruppen angefügt werden. Das Auffüllen erfolgte mit Hilfe der T4-DNS-
Polymerase, die aufgrund ihrer 5`Æ 3`-Polymeraseaktivität die 5`-Überhänge auffüllt 
und die 3`-Überhänge durch 3`Æ 5`-Exonukleaseaktivität entfernt. Die 5` 
Phosphatkinasierung wurde durch das Enzym T4-Polynukleotidkinase (PNK) 
katalysiert. 
Im folgenden ist ein Beispiel für einen Reaktionsansatz aufgeführt: 
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22,75 μl DNS-Lösung 
  1,25 μl dNTPs (1,25 mM) 
  2 μl T4-Polynukleotidkinase (10U/μl) 
  1 μl T4-DNS-Polymerase (1U/μl) 
  3 μl 10 x Ligasepuffer              
 
Der Ansatz wurde für 20 Minuten bei 37°C inkubiert und die Enzyme durch eine 
weitere Inkubation von 10 Minuten bei 75°C hitzeinaktiviert. In manchen Fällen wurde 
anschließend eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgeführt. Im Anschluß erfolgte 
eine NaCl/Ethanol-Fällung und das so gewonnene Fragment konnte in einen 
linearisierten Vektor mit glatten Enden kloniert werden. 
 
3.2.13 Dephosphorylierung von Plasmid-DNS  
 
Um die Rezirkularisation und Religation eines Vektors ohne Insertion eines DNS-
Fragmentes nach Spaltung mit einem einzelnen Restriktionsenzym zu minimieren, 
wurden die Monophosphatgruppen an beiden 5` Enden des Vektors mittels alkalischer 
Phosphatase entfernt. 
Ein Dephosphorylierungsansatz bestand aus folgenden Komponenten: 
 
35 μl DNS-Lösung 
  4 μl 10 x Puffer für alkalische Phosphatase 
  1 μl Alkalische Phosphatase (1U/μl) 
 
Dieser Ansatz wurde für eine Stunde bei 37°C in einem Wasserbad inkubiert. Es 
erfolgte eine weitere Zugabe von 0,5 μl alkalischer Phosphatase und eine Inkubation für 
weitere 30 Minuten. Nach Hitzeinaktivierung der alkalischen Phosphatase bei 75°C für 
15 Minuten wurde die DNS mittels NaCl/Ethanol-Fällung präzipitiert. 
 
3.2.14 Ligation von DNS-Fragmenten in Plasmidvektoren 
 
Ligasen sind Enzyme, die unter Hydrolyse von ATP die Bildung einer 
Phosphodieseterbindung zwischen einer 5`-Phosphat- und 3` Hydroxyl-Gruppe 
katalysieren. Sie werden verwendet, um ein DNS-Fragment in einen Vektor zu 
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inserieren, wobei die Enden des Inserts kovalent mit den Enden des Vektors verbunden 
werden. 
In dieser Arbeit wurde ausschließlich die T4-Ligase verwendet. Ein Ligationsansatz 
setzte sich im Einzelnen wie folgt zusammen: 
 
x μl Plasmid (ca. 25 fmol) 
y μl Fragment (molares Verhältnis Vektor:Fragment ca. 1:3 bis 1:10) 
2 μl 10 x T4-DNS-Ligase-Puffer 
1 μl T4-DNS-Ligase 
     ad 20 μl H2Osteril 
 
Die Ligationsansätze wurden entweder über Nacht bei 16°C im Kühlwasserbad oder für 
48 bis 72 Stunden bei 4°C im Kühlraum inkubiert. 
 
 
3.2.15 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine in vitro-Technik, die durch den Einsatz von 
thermostabilen Polymerasen die selektive Amplifikaion von bestimmten DNS-
Sequenzen ermöglicht (Saiki et al., 1988). Als Startpunkte der Synthese dienen zur 
Zielsequenz komplementäre Oligodesoxynukleotide (Primer).  
Die PCR wurde in dieser Arbeit zur Amplifikation von Teilsequenzen aus genomischer 
DNS oder BAC-DNS  eingesetzt, die zu weiteren Klonierungen verwendet wurden. 
Weiterhin fand die PCR Einsatz im Rahmen der Sequenzierung nach Sanger (siehe 
Kapitel 3.2.16). 
Bei der PCR handelt es sich um ein zyklisches Verfahren, bei dem in jedem Zyklus die 
Anzahl der DNS-Kopien verdoppelt wird (Newton et al., 1994). Zur Durchführung 
einer PCR-Reaktion werden neben einer DNS-Matrize mit einer definierten Sequenz 
Oligonukleotidprimer benötigt, die komplementär zu den jeweiligen Enden des 
Templates sind. Weiterhin werden Desoxynukleotide (dNTP`s) als Bausteine der DNS 
eingesetzt. Als thermostabile Polymerase diente die Pfu-Polymerase (aus Pyrococcus 
furiosus) oder die TAQ-Polymerase (aus Thermus aquaticus). Die Pfu-Polymerase hat 
im Vergleich zur TAQ-Polymerase den Vorteil, daß sie neben der 5`Æ 3`-DNS-
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Polymeraseaktivität auch eine 3`Æ 5`-Exonuklease-Proofreading-Aktivität besitzt, die 
die Anzahl der Mutationen in der amplifizierten DNS erheblich senkt. 
Ein Reaktionsansatz mit 50 µl setzte sich wie folgt zusammen: 
 
Matrizen-DNS  1-2µl ( ca. 50ng) 
dNTP-Mix   1 µl (50µM)   
10xPuffer   5 µl  
3`- Oligonukleotidprimer 2 µl (0,5µM) 
5`- Oligonukleotidprimer 2 µl (0,5µM) 
Pfu-Polymerase  1 µl  
H2Odest    ad 50 µl 
 
Im ersten Schritt wird der DNS-Doppelstrang durch Erhitzen auf 95°C denaturiert und 
in seine beiden Einzelstränge aufgetrennt. Durch das Abkühlen auf eine bestimmte 
Temperatur wird das spezifische Anlagern der Oligdesoxynukleotide an die homologe 
Zielsequenz ermöglicht (Annealing). Die Temperatur richtet sich hierbei nach der 
Schmelztemperatur der eingesetzten Oligodesoxynukleotide. Bei einer Temperatur von 
72°C erfolgt die Elongation eines DNS-Fragmentes durch die Polymerase, nachdem am 
3` Ende der Oligonukleotidprimer die Polymerisation und somit die Synthese einer zur 
Matrize komplementären Sequenz startet. Die Menge an DNS-Molekülen wird 
theoretisch pro Zyklus verdoppelt, so daß pro Molekül Matrizen-DNS nach n-Zyklen 
bis zu 2n-1 Moleküle amplifiziert werden können. 
Die Annealing-Temperatur der verwendeten Oligonukleotidprimer wurde mit folgender 
Formel abgeschätzt: 
 
Tm (°C) = (2*{A + T} + 4*{C + G}-3) 
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Zur Amplifikation wurde folgendes Protokoll in einem Thermocycler verwendet: 
* in Abhängigkeit von den verwendeten Oligodesoxynukleotiden 
** in Abhängigkeit von der Länge des zu amplifizierenden DNS-Fragmentes:  
    1min/kb mit TAQ-Polymerase bzw. 1,5 min/kb mit Pfu-Polymerase 
 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligodesoxynukleotide wurden von der Firma MWG 
und der Firma Operon bezogen und sind in Tabelle 3.2 aufgeführt. Es wurde darauf 
geachtet, daß sie einen Guanin/Cytosin-Gehalt von 60% aufwiesen und eine 
Schmelztemperatur zwischen 58 und 64°C besaßen. 
Mit Hilfe von Agarose- und Polyacrylamid-Gelen konnten die vervielfältigten DNS-
Fragmente analysiert und zur weiteren Verwendung isoliert werden.  
 
3.2.16 Sequenzierung von DNS 
 
Zur Bestimmung der Basenabfolge der amplifizierten DNS-Fragmente und zum 
Ausschluss von unerwünschten Mutationen diente ein modifiziertes Protokoll der 
Sequenzierung nach Sanger et al. (1977), die auch als Kettenabbruch-Synthese 
bezeichnet wird.  
Hierzu verwendet man eine Polymerase, die ausgehend von einem zugegebenen 
Oligodesoxynukleotid einen zur Matrize komplementären DNS-Strang synthetisiert. 
Allerdings werden neben den Desoxynukleotiden (dNTP`s) zusätzlich mit 
unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelte Didesoxyribonukleotide (ddNTP) 
verwendet, die keine 3`-OH-Gruppe besitzen. Dadurch ist eine DNS-Verlängerung nicht 
möglich, da keine weitere Phosphodiesterbindung mit dem 5` Phosphat eines 
Nukleotids synthetisiert werden kann. So kommt es bei einem entsprechenden 
Mischungsverhältnis zwischen dNTP`s und ddNTP`s an jeder korresponierenden 
Position der Matrizen-DNS in den neu synthetisierten DNS-Strängen zu einem 
Kettenabbruch.  
 Funktion Temperatur Zeit Zyklen 
1 Initiale Denaturierung 95 °C 5:00 - 
2 Denaturierung 95°C  1:00 
3 Annealing* 58 – 64°C 0:30 
4 Elongation** 72 °C   2:00 
30 - 40 
5 Finale Elongation 72°C 5:00 - 
6  4°C Bis zum Wegfrieren 
des Reaktionsansatzes 
- 
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Bei dem in dieser Arbeit verwendeten „Cycle Sequencing“ Protokoll werden, ähnlich 
wie bei der PCR, durch wiederholte Zyklen von Denaturierung, Annealing und 
Elongation die eingesetzten DNS-Fragmente amplifiziert. Da hier allerdings nur ein 
Oligodesoxynukleotid pro Reaktionsansatz als Primer eingesetzt wird, kommt es hier 
nicht zu einer exponentiellen sondern nur zu einer linearen Vermehrung der DNS-
Fragmente. 
In dieser Arbeit wurde eine von der Firma Applied Biosystems entwickelter Kit 
verwendet, in dem ddNTP`s enthalten waren, die mit 4 unterschiedlichen 
Fluoreszenzfarbstoffen („DyeTerminator“) markiert sind. Die Reaktion wurde in einem 
0,2 ml-Reaktionsgefäß angesetzt; ein Ansatz mit 12 µl setzte sich wie folgt zusammen: 
 
3  µl ( ca. 1,5 µg)  Plasmid-DNS als Matrize 
1,5  µl    Big Dye®  
1 µl (10 pmol/µl)  Oligodesoxynukleotid 
ad 12 µl    H2OHPLC 
 
Es wurde folgendes Amplifikationsprotokoll angewendet: 
 
 Funktion Temperatur Zeit Zyklen 
1 Denaturierung 95°C  1:00 - 
2 Denaturierung 95°C 0:10 
3 Primer-Anlagerung 
und Extension 
bzw. Termination 
55 °C   2:30 
 
35 
4 Lagerung 4°C Bis zum Wegfrieren 
des Reaktionsansatzes 
- 
 
Nach Beendigung der Reaktion im Thermocycler wurden die erhaltenen 
fluoreszenzmarkierten DNS-Fragmente von der Polymerase und nicht eingebauten 
Nukleotiden gereinigt. Dies erfolgte durch Laden der Probe auf zuvor vorbereitete 
Sepharosesäulen. Hierzu wurde eine 96-Lochplatte mit Sepharose befüllt. Diese wurden 
vor dem Starten der Sequenzreaktion für 2 Stunden mit je 300 μl H2OHPLC äquilibriert 
und im Anschluß mittels Zentrifugation von 5 Minuten bei 910x g und 4°C gewaschen. 
Es schloß sich ein weiterer Waschschritt mit 150 μl H2OHPLC an. Nun konnten die 
Proben in 0,2 ml Reaktionsgefäße mit 8 μl vorgelegtem HiDi-Formamid (Fa. Applied 
Biosystems) mit Hilfe einer Zentrifugation von 5 Minuten bei 910x g und 4°C eluiert 
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werden. Das enthaltene Formamid bewirkt die vollständige Denaturierung der DNS-
Fragmente.  
Anschließend wurden die Proben in einem Sequenzierapparat der Firma Applied 
Biosystems mittels elektrokinetischer Injektion verarbeitet. Die durch die 
Sequenzreaktion erhaltenen Fragmente konnten kapillarelektrophoretisch aufgetrennt 
werden und aufgrund der Fluoreszenz der eingebauten Nukleotide detektiert werden. 
Die Auswerung der Basenabfolge erfolgte mit der Software „DS-Gene“. 
 
 
3.2.17 Isolierung genomischer DNS aus ES-Zellen 
 
Zur Isolierung genomischer DNS aus ES-Zellen wurden die in einer 96 Loch Platte 
kultivierten ES-Zellen durch Zugabe von je 150 μl Lysis-Puffer, der ProteinaseK 
(Endkonzentration: 100 µg/ml) enthielt, lysiert. Im Anschluss konnte die genomische 
DNS durch Zugabe von 200 μl Isopropanol präzipitiert werden. Durch Inkubation dieser 
Lösung auf einem Schüttler bei 4°C über Nacht wurde die genomische DNS als weißes 
Flöckchen sichtbar und konnte nach Isolierung durch Zugabe von 80 μl TE-Pufer gelöst 
werden. 
 
3.2.18 Southern-Blot-Analyse 
 
Edward Southern entwickelte 1975 eine Technik, die es erlaubt, definierte DNS-
Fragmente in einem Fragmentgemisch nachzuweisen. Hierzu wurden durch 
Restriktionsendonukleasen geschnittene DNS-Fragmente mittels Gelektrophorese ihrer 
Größe nach aufgetrennt und vor dem Transfer auf eine Nylon-Membran mit HCl 
depuriniert und durch eine NaOH-haltige Lösung denaturiert. Die auf die Membran 
übertragenen DNS-Fragmente konnten mit radioaktiv-markierten Sonden, die zu den zu 
detektierenden Fragmenten komplementär sind, inkubiert werden. Nach Hybridisierung 
der Sonde an komplementären DNS-Fragmenten auf der Nylonmembran, Abwaschen 
von unspezifisch gebundenen DNS-Fragmenten und anschliessender Autoradiographie 
konnten definierte DNS-Fragmente aus einem Gemisch detektiert werden. 
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3.2.18.1 DNS-Transfer auf eine Nylonmembran 
 
Eine geeignete Menge genomischer DNS, die durch vergleichende Inkubation 
verschiedener Volumina einer DNS-Lösung ermittelt wurde, wurde mit 40 bis 50 Units 
Restriktionsenzym über Nacht bei 37°C in einem Gesamtvolumen von 35 μl verdaut, 
am nächsen Tag mit 3,5 μl Ladepuffer versetzt und mit einer Spannung von 120V in 
einem 0,6% GTG-Agarose Gel mit 1 cm Schichtdicke und 3,5 mm Taschenbreite 
aufgetrennt. Als Größenmarker diente der „1 kb-Ladder“ (Invitrogen). Weiterhin wurde 
das Gel mit einem Lineal fotographiert, um später die Länge der detektierten DNS-
Fragmente ermitteln zu können. Nach der elektrophoretischen Auftrennung der DNS-
Fragmente wurde das Gel für 15 Minuten in 0,25 M HCl inkubiert. Hierdurch wurde die 
DNS depuriniert und in kleinere Stücke zerteilt, die effizienter auf die Membran 
transferiert werden können. Anschließend erfolgte eine Inkubation für 30 Minuten in 
0,5 M NaOH und 1,5 M NaCl, die die DNS-Doppelstränge in Einzelstränge denaturiert. 
Nach der Neutralisation des Gels für 30 Minuten in 3 M NaCl und 0,5 M Tris-HCl     
pH 7,5 erfolgte der eigentliche Transfer der DNS auf eine Nylonmembran. Hierzu 
wurde das Gel zum Aufbau des Kapillarblots auf einen mit 20 x SSC getränkten 
Schwamm gelegt, der sich in einer mit demselben Puffer gefüllten Edelstahlwanne 
befand. Hierauf wurde nun die Nylonmembran, bedeckt von einem Whatman-Papier, 
gelegt. Um den Kapillarsog durch das Gel zu gewährleisten wurden die Ränder mit 
Parafilm bedeckt. Die oberste Schicht des Blots bestand aus Papiertüchern, die mit 
einem Gewicht von 1 kg beschwert wurden. Der Blotvorgang dauerte ca. 16 Stunden 
(Blot über Nacht), in denen der Puffer aufgrund der Kapillarkräfte durch das Gel in die 
Papiertücher wanderte und die dabei mitgeschwemmte DNS im Nylonfilter haften blieb. 
Am nächsten Tag wurde die DNS mittels UV-Crosslinking bei einer Wellenlänge von 
254 nm und einer Energie von 120 mJ kovalent an die Membran gebunden und 
anschließend zwei Stunden bei 80°C getrocknet. 
 
3.2.18.2 Prähybridisierung  
 
Um unspezifische Wechselwirkungen der Sonden mit der Filtermembran zu minimieren 
und störende Signale im Hintergrund abzusättigen, wurde die Nylonmembran für 
mindestens zwei  Stunde bei 65°C mit Church Puffer inkubiert. Hierzu wurde die 
 49
Membran mit 10 ml Church-Puffer pro cm2 Blot-Oberfläche luftblasenfrei in einen 
Hybridisierbeutel eingeschweißt und in ein 65°C warmes Schüttelwasserbad gelegt. 
 
3.2.18.3 Herstellung von 32P-markierten DNS-Sonden 
 
Die Markierung der als Sonden verwendeten DNS-Fragmente mit 32P erfolgte mit dem 
Rediprime II DNS Labelling System der Firma Amersham Pharmacia. Die als Matrize 
dienende DNS (50 ng) wurde mit 1 x TE-Puffer auf ein Volumen von 45 μl aufgefüllt 
und für 5 Minuten bei 95°C denaturiert. Es schloß sich eine 5 minütige Inkubation auf 
Eis an, um ein Renaturieren der DNS zu verhindern. Diese DNS wurde zu einem Ansatz 
aus einem im Kit enthaltenen Gemisch verschiedener Hexanukleotide als Startmoleküle, 
sowie dATP, dTTP und dGTP gegeben und gemischt.  Nach der Zugabe von 5 μl [α-
32P]-dCTP (6000 Ci/mmol) erfolgte die Synthese radioaktiv markierter DNS-Fragmente 
für 30 Minuten bei 37°C. Um die radioaktiv-markierte Sonde von nicht eingebauten 
Nukleotiden zu trennen, erfolgte eine Aufreinigung über eine Sephadex G50- Säule 
(NICK-Columns) nach dem Prinzip der Größenausschlusschromatographie. Hierzu 
wurde der radioaktive Ansatz auf eine zuvor mit  1 x TE-Puffer äquilibrierte Säule 
gegeben. Hiernach wurden 400 μl 1 x TE-Puffer auf die Säule gegeben und der 
Durchlauf im Reaktionsgefäß 1 aufgefangen. Dieser Schritt wurde 5 mal mit 200 μl 1 x 
TE-Puffer wiederholt und alle Fraktionen im Szintillationsmessgerät vermessen. 
Aufgrund ihres Molekulargewichts lag die radioaktivmarkierte Sonde meist in der 
zweiten und dritten Fraktion vor. Diese wurden auf Eis gelagert um eine 
radioaktivitätsbedingte Hydrolyse der DNS zu verhindern. Bei einer erfolgreichen 
radioaktiven Markierung betrug die spezifische Aktivität ca. 106  cpm pro ng 
eingesetzter DNS. 
 
3.2.18.4 Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden 
 
Vor der Hybridisierung wurde die radioaktivmarkierte Sonde für 5 Minuten bei 95°C 
denaturiert, der sich eine dreiminütige Inkubation auf Eis anschloss. Die einzelsträngige 
DNS-Sonde wurde in ein von der Größe der Membran abhängiges Church-Puffer-
Volumen (10 ml/cm2 Membranoberfläche) gegeben. Hierbei wurde darauf geachtet, daß 
mindestens 3-5 x 106 cpm/ml der radioaktivmarkierten Sonde in der Lösung vorhanden 
waren. Die Prähybridisierlösung, mit der der Filter zuvor 1 Stunde bei 65°C inkubiert 
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wurde um unspezifisches Binden der Sonde zu verhindern, wurde verworfen. 
Anschließend wurde die Membran in einen neuen Hybridisierbeutel überführt und mit 
der Hybridisierlösung luftblasenfrei eingeschweißt.  Die Inkubation erfolgte bei 65°C 
für 16 Stunden über Nacht.  
 
3.2.18.5 Entfernung der unspezifisch gebundenen Sonde 
 
Nach der Hybridisierung wurde der nicht gebundene Überschuss der Sonde durch 
mehrere aufeinanderfolgende Waschschritte mit Puffern abnehmender 
Salzkonzentration im Schüttelwasserbad entfernt. Salze neutralisieren die Abstoßung 
zwischen den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNS-Stränge und stabilisieren so 
die DNS-DNS Bindung. Durch Verwendung der Lösungen bei höheren Temperaturen 
(bis 75°C) und Inkubation des Blots in Lösungen mit abnehmenden 
Salzkonzentrationen kommt es zur Destabilisierung von unspezifisch gebundenen 
Nukleotidsequenzen, die somit vom Blot abgelöst und entfernt werden können. Es 
wurden folgende Waschschritte durchgeführt: 
- 2 x SSC/ 1% SDS  65°C, eimmal für 10 Minuten 
- 2 x SSC/ 1% SDS  65°C, zweimal je 20 Minuten 
- 0,4 x SSC/ 1% SDS  65°C, zweimal je 20 Minuten 
- 0,2 x SSC/ 1% SDS  65°C, einmal für 20 Minuten 
- 0,1 x SSC/ 1% SDS  65°C, einmal für 20 Minuten (je nach Bedarf) 
Die Radioaktivität wurde zwischen den einzelnen Waschschritten kontrolliert. Nach 
Erreichen einer Strahlung von 0,2 bis 0,7 Becquerel pro Flächeneinheit wurde die 
Membran in eine Kunststofffolie eingeschlagen, mit einem Phosphoimagerscreen 
bedeckt und in eine Entwicklungskassette gelegt. Die Signale des 
Phosphoimagerscreens wurden nach 24 Stunden detektiert. 
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4 ERGEBNISSE          
 
4.1 Ausarbeitung einer Gentargeting-Strategie zur konditionierten 
Inaktivierung des TrpC5-Gens in der Maus 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe des Cre-loxP-Systems einen 
Gentargetingvektor zur konditionierten Inaktivierung des TrpC5-Gens herzustellen. 
Dieser Vektor enthält Genabschnitte, die zur Zielsequenz des TrpC5-Gens homolog 
sind. Bei dieser Vorgehensweise wird ein Bereich des TrpC5-Gens, der für einen 
essentiellen Teil des TRPC5-Proteins codiert, durch loxP-Sequenzen flankiert. Die 
loxP-Sequenzen bzw. die FRT-Sequenzen sind Erkennungssequenzen für die 
sogenannte Cre- bzw. Flp-Rekombinase. Die von den Erkennunssequenzen flankierten 
Bereiche werden durch die Rekombinaseaktivität je nach Orientierung und Lokalisation 
der Erkennungssequenz  entweder deletiert, invertiert oder transloziert. Um sicher zu 
stellen, daß nach der Deletion des mutierten TRPC5-Allels kein funktionsfähiges 
Protein mehr gebildet werden kann, sollte die Deletion des ausgewählten Bereiches des 
TRPC5-Gens zur Verschiebung des Leserasters und somit zu einem frühzeitigen 
Translationsstop bei der Synthese des TRPC5-Proteins führen. 
Zunächst wurde innerhalb des TrpC5-Gens ein geeigneter Abschnitt für die Cre-
vermittelte Excision gesucht. Hierzu bot sich der Bereich des Exons 4 an, der für die 
Transmembrandomäne S1/S2 codiert (s. Abb. 2.2) und für die Struktur und Funktion 
des Proteins essentiell ist. Die Deletion des Exons 4 resultiert in einem Leserastersprung 
und generiert so ein vorzeitiges Stop-Codon. Von einem derart mutierten TRPC5-Allel 
kann demnach kein funktionelles TRPC5-Protein mehr entstehen, da höchstens noch der 
aminoterminale Teil des Proteins, allerdings ohne Transmembrandomäne, gebildet 
werden kann. Diese trunkierten TRPC5-Proteine werden demnach 
höchstwahrscheinlich nicht in die Plasmamambran inkorporiert, sondern vorzeitig 
abgebaut. 
Zur Herstellung des Targetingvektors wurden der 5`-Homologiebereich und der 3`- 
Homologiebereich in separaten Klonierungsschritten kloniert, so daß diese 
Arbeitsschritte parallel durchgeführt werden konnten. Mittels Polymerasekettenreaktion 
mit Oligodesoxynukleotiden und genomische DNS von ES-Zellen (Linie R1) bzw. 
BAC-Klon-DNS  wurden die Fragmente der Homologiebereiche amplifiziert, mit Hilfe 
bestimmter Endonukleasen verdaut und in zuvor  angefertigte, mit spezifischen 
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Restriktionsschnittstellen versehene Hilfsvektoren kloniert. Zur späteren Deletion von 
Exon 4 wurde dieser Genabschnitt durch loxP-Sequenzen flankiert. Hierdurch kann bei 
Mäusen, die diese Erkennungssequenzen tragen, der zwischen den loxP-Seiten liegende 
Bereich durch Einkreuzung von Cre-Rekombinase-Mauslinien entfernt werden. 
Alternativ kann dieser Genabschnitt auch in embryonalen Stammzellen durch 
Transfektion mit einem Cre-Rekombinase-Plasmid deletiert werden. 
Zur Positivselektion von rekombinanten Klonen wurde eine Neomycin-
Resistenzkassette verwendet, die durch Frt-Sequenzen flankiert ist und durch 
Einkreuzen bestimmter Mauslinien, die die FLP-Rekombinase exprimieren, entfernt 
werden kann. Dies ist nötig, da sich die Anwesenheit dieser Resistenzkassette in einem 
genomischen Locus negativ auf die Expression benachbarter Gene auswirken kann 
(A.L. Joyner, 2000). In diesem Fall spricht man von einem hypomorphen Allel, das zu 
einer verringerten Expression des entsprechenden Proteins führen kann. Weiterhin 
wurde im Bereich der homologen Arme eine Kassette verwendet, die neben einer 
„splice acceptor“-Sequenz (SA) eine „internal ribosomal entry site“ (IRES) und die 
cDNS des grün fluoreszierenden Proteins (GFP) beinhaltet. Unter der Kontrolle des 
TrpC5 Promotors sollten von dem rekombinanten Allel GFP-Proteine exprimiert 
werden. Dadurch sollte es möglich sein, Zellen zu identifizieren, die das TrpC5-Gen 
endogen exprimieren.  
Insgesamt können mit dieser Gentargeting-Strategie 3 Mauslinien generiert werden: 
1)  TRPC5-/- 
Bei dieser Mauslinie ist ein Exon, das für einen essentiellen Proteinabschnitt des 
TRPC5-Ionenkanals codiert, deletiert. Hierbei besteht die Inaktivierung des TRPC5 
Gens seit dem frühesten Embryonalstadium und in der Folge in allen Zellen des 
resultierenden Organismus. 
2) TRPC5flox/flox 
Bei dieser Mauslinie ist das selbe Exon, das in der TRPC5-/- Mauslinine ubiquitär 
deletiert ist, von sogenannten loxP-Sequenzen flankiert. Durch Verpaarung der 
TRPC5flox/flox Mäuse mit transgenen Mäusen, die die Cre-Rekombinase zelltyp-
spezifisch exprimieren, ist es möglich, das TRPC5-Gen selektiv in definierten Zelltypen 
zu inaktivieren.  
3) TRPC5Reporter 
Bei dieser Mauslinie ist ein Reportergen (GFP) so in das TRPC5 Gen integriert,  daß es 
unter der Kontrolle des TRPC5-Promotors exprimiert wird. Auf diese Weise kann durch 
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Nachweis der GFP-Fluoreszenz an intakten Zellen die Expression von TRPC5-Kanälen 
untersucht werden.  
 
4.2 Klonierung einer Sonde für das Durchsuchen einer BAC-Klon-Bank 
 
Als Matrize zur Amplifikation homologer Genabschnitte wurde genomische DNS aus 
Klonen von denjenigen ES-Zellen, die später zum Gentargeting verwendet werden 
sollten, oder alternativ genomische DNS aus Geweben des isogenen Mausstammes 129 
SvJ verwendet. Weiterhin wurden DNS-Präparationen von Bakterienklonen einer 
isogenen genomischen Bibliothek verwendet, die den entsprechenden Abschnitt des 
TrpC5-Gens enthalten. Zur Identifikation eines solchen Bakterienklons wurden zwei 
Oligodesoxynukleotide abgeleitet, so daß mittels PCR ein DNS-Fragment amplifiziert 
werden konnte, das die genomische Sequenz des Exons 4 enthielt. Das gewonnene 
Fragment wurde in pUC18 kloniert und sequenziert. Das Insert des resultierenden 
Plasmids pC5_01 konnte nach Spaltung mit den Restriktionsenzymen EcoR I/BamH I 
vollständig isoliert werden und wurde am Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, New 
York, USA als Sonde zur Durchsuchung und Identifikation des BAC-Plasmids 29P23 
verwendet, das das Exon 4 des TRPC5-Gens enthielt. 
 
4.3 Klonierung des Targetingvektors zur konditionierten Inaktivierung des 
TRPC5-Gens in der Maus  
 
Zur Herstellung des Targetingvektors werden der 3`-homologe und der 5`-homologe 
Bereich parallel amplifiziert und in die zuvor angefertigten Hilfsvektoren kloniert. Die 
folgenden Abbildungen geben einen Überblick über die Klonierungsstrategie. LoxP-
Erkennungssequenzen sind in den folgenden Abbildungen als schwarz gefüllte Dreiecke 
dargestellt, FRT-Erkennungssequenzen als nicht gefüllte Dreiecke. Die jeweils 
verwendeten Restriktionsendonukleasen sind aufgeführt. CIP bedeutet, daß das 
jeweilige Plasmid nach dem Restriktionsverdau mit einer Phosphatase (Calf Intestine 
Phosphatase, CIP) dephosphoryliert wurde. Die einzelnen Klonierungsschritte werden 
in den folgenden Kapiteln detailliert beschrieben. 
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1) PCR C5_09/C5_10, Cut Afl II    In pC5_04, Afl II, CIP      
           
 
 
 
2) PCR C5_07/C5_30, Cut Afl II/EcoR I   In pC5_03, Afl II/ EcoR I   
 
 
 
 
 
3) PCR C5_83/C5_06, Cut EcoR I     In pC5_06, EcoR I, CIP 
 
      
 
 
   
4) Cut pC5_07, Not I/ Xma I  In pC5_05, Not I/ Xma I  
     
 
 
 
    
5) Cut pBTK_17, Not I  In pC5_08, Not I, CIP
   
       
 
 
 
 
6) Cut pmCatL_65A, Sal I     In pC5_09, Xho I, CIP 
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7) PCR C5_11/C5_12, Cut Xba I/ Bgl II             In pC5_11b, Xba I/ Bgl II 
         
 
 
 
 
8) PCR C5_13/C5_14, Cut Bgl II            In pC5_11b, Bgl II, CIP 
      
 
 
   
 
9) Cut pC5_13a, Bgl II            In pC5_12, Bgl II, CIP 
        
 
 
 
10) Cut pC5_13, Xba I/ Not I             In pC5_19, Xba I/ Not I 
        
 
 
 
  
11) Cut pBTK_1, Not I             In pC5_14, Not I, CIP 
       
 
 
 
 
12) Cut pC5_15, Fse I/ Asc I             In pC5_10, Fse I/ Asc I 
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4.4 Herstellung von Hilfsvektoren mit definierten Restriktionsschnittstellen 
 
 
Zur Herstellung des Targetingvektors wurden sogenannte Hilfsvektoren eingesetzt. 
Hierzu wurde die in dem Vektor pBlueskript II SK (-) vorhandene „Multiple Cloning 
Site“ durch den Verdau mit BssH II entfernt. Der linearisierte Vektor wurde 
dephosphoryliert und mittels Ligation mit einem Polylinker versehen. Dieser Polylinker 
bestand aus zwei komplementären, zuvor hybridisierten Oligodesoxynukleotiden mit 
BssH II-kompatiblen, 5`-phosphorylierten Überhängen. Diese Polylinker codieren für 
die Sequenzen der benötigten Enzyme und die benötigten loxP-Seiten.  
Die entstandenen Hilfsvektoren (Abb 4.1) wurden doppelsträngig sequenziert, um die 
Korrektheit der eingeführten Restriktionsschnittstellen zu überprüfen.  
 
   
      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.1:  Schematische Darstellung der für die Targetingstrategie hergestellten 
Hilfsvektoren. Die Nukleotide „TCTTACCCTGAG“ bilden den 
Übergang vom 5`-homologen Arm zum 3`-homologen Arm des 
Targetingvektors. Diese Nukleotide werden mit Hilfe des Hilfsvektors 
pC5_19 in den Targetingvektor eingebracht, um keine klonierungs- 
bedingten Deletionen im TRPC5 Gen hervorzurufen. Das schwarz 
gefüllte Dreieck stellt die loxP Erkennungssequenz dar. 
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4.5 Klonierung des 5`-homologen Bereichs des Targetingvektors 
 
 
 
Abbildung 4.2: Schematische Darstellung des 5`-homologen Bereichs des 
Targetingvektors des TRPC5-Gens. Abgebildet sind das Exon 4 
(Kästchen), die zur Amplifikation verwendeten 
Oligodesoxynukleotide und die zur Klonierung dieser Fragmente 
benötigten Restriktionsschnittstellen. 
 
 
Zur Herstellung des 5`-homologen Armes wurden zunächst die drei in Abb. 4.2 
amplifizierten Fragmente kloniert. Alle drei Fragmente konnten mit Hilfe der Pfu-
Polymerase amplifiziert werden. Die Oligodesoxynukleotide wurden meist so gewählt, 
daß sie das zu klonierende Fragment flankieren und der Abstand so gelegt, daß ein 
Überhang von ca. 250 Nukleotiden zu den jeweiligen Restriktionsschnittstellen entsteht. 
So konnte nach dem Restriktionsverdau der PCR-Amplifikate mit den entsprechenden 
Enzymen sichergestellt werden, daß das zu klonierende Fragment mit dem richtigen 
Restriktionsenzym geschnitten wurde. Die Amplifikationsprodukte wurden 
nacheinander zusammenkloniert. Anschließend wurden die Selektionskassetten für die 
Positiv- bzw. Negativselektion eingefügt (s. Abb. 4.3 - 4.8). 
Alle klonierten Amplifikationsprodukte wurden nach der Klonierung doppelsträngig 
sequenziert und mit der Sequenz der öffentlich zugänglichen Genomdatenbank 
verglichen (http://www.ensembl.org).  
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4.5.1 Klonierung von PCR-Fragment 3 
 
Das mit Hilfe der Oligodesoxynukleotide C5_09 und C5_10 aus BAC-Klon-DNS 
amplifizierte Fragment wurde mit Afl II verdaut und im folgenden Schritt in den mit  
Afl II verdauten und dephosphorylierten Hilfsvektor pC5_04 kloniert (siehe Abb. 4.3). 
 
 
 
 
                    
 
                                     Fragment 3 
 
 
 
 
Abbildung 4.3: Klonierung des Vektors pC5_05 
 
4.5.2 Klonierung von PCR-Fragment 2 
 
Der Hilfsvektor pC5_03 wurde zur Klonierung des zweiten PCR-Fragments mit den 
Restriktionsendonukleasen EcoR I und Afl II geschnitten. Im Anschluss wurde das aus 
ES-Zell-DNS und den Oligodesoxynukleotiden C5_07 und C5_30 amplifizierte PCR-
Fragment mit denselben Enzymen verdaut und in diesen Vektor ligiert (siehe Abb. 4.4). 
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  Fragment 2 
 
 
 
 
Abbildung 4.4:  Klonierung des Vektors pC5_06. Das schwarz gefüllte Dreieck stellt 
die loxP Erkennungssequenz dar. 
 
 
4.5.3  Klonierung von PCR-Fragment 1 
 
In diesem Klonierungsschritt wurde das mit EcoR I verdaute PCR-Produkt, das mit 
Hilfe der Oligodesoxynukleotide C5_06 und C5_83 aus ES-Zell-DNS gewonnen wurde, 
in den ebenfalls mit EcoR I verdauten und dephosphorylierten Vektor pC5_06 vor das 
Fragment 2 kloniert (siehe Abb. 4.5). In diesem Fall war an den Primer C5_83 eine 
EcoR I Schnittstelle ans 5` Ende gekoppelt, da mit Oligodesoxynukleotiden, die 5` der 
mit * gekennzeichneten EcoR I Schnittstelle lagen, keine spezifischen DNS-Fragmente 
amplifiziert werden konnte. Dadurch verringert sich der 5` homologe Arm um ca. 150 
Nukleotide im Vergleich zur ursprünglich geplanten Sequenz. 
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     Fragment 2        Fragment 1 Fragment 2    
 
 
 
 
Abbildung 4.5: Klonierung des Vektors pC5_07. Das schwarz gefüllte Dreieck stellt 
die loxP Erkennungssequenz dar. 
 
4.5.4  Klonierung des Vektors pC5_08 
 
Zur Klonierung des Vektors pC5_08, der für die weiteren Klonierungsschritte 
zusätzliche singuläre Schnittstellen für weitere Restriktionsenzyme enthält, wurde ein 
Not I / Xma I Fragment aus dem Vektor pC5_07 freigesetzt und in den ebenfalls mit 
Not I und Xma I geschnittenen Vektor pC5_05 vor das PCR-Fragment 3 subkloniert 
(siehe Abb. 4.6). 
 
 
 
                         Fragment 1 Fragment 2    
         Fragment 3  
  
 
 
 
 
 
Fragment 1 Fragment 2   
                     Fragment 3 
 
 
 
 
Abbildung 4.6: Klonierung des Vektors pC5_08. Das schwarz gefüllte Dreieck stellt  
   die loxP Erkennungssequenz dar. 
*
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4.5.5 Klonierung des Vektors pC5_09/ Einfügen der Negativselektionskassette 
 
In dem nachfolgenden Klonierungsschritt wurde die Thymidinkinase-Kassette, die der 
Negativselektion dient und sich mit Not I aus dem Vektor pBTK_1 isolieren ließ, in die 
Not I Schnittstelle des Vektors pC5_08 kloniert (siehe Abb. 4.7). Im Targetingvektor 
liegt diese Selektionskassette somit am 5` Ende des Vektors (siehe Abb. 4.18). 
 
 
 
         
          Fragment 1 Fragment 2     
                 Fragment 3 
      
 
 
 
 
 
 
 
                  Fragment 1 Fragment 2 
        Fragment 3 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.7: Klonierung der Thymidinkassette. Das schwarz gefüllte Dreieck stellt  
   die loxP Erkennungssequenz dar. 
 
4.5.6 Klonierung des Vektors pC5_10/ Einfügen der SA-IRES-GFP-FRT-NEO-
FRT Kassette 
 
Im letzten Klonierungsschritt der 5`-Homologie wurde neben der Neomycin-
Resistenzkassette eine SA-IRES-GFP-Kassette in den Vektor pC5_09 kloniert. Der 
Vektor pmCatL_65A wurde von Frau Dr. Jenny Olausson zur Verfügung gestellt. Er 
basiert auf dem von Dr. Kulessa und Dr. B. Hogan (Vanderbilt University, Nashville, 
USA) zur Verfügung gestellten Vektor psP-loxP-SA-IRES-lacZ-FRT-NEO (Kulessa 
and Hogan, 2002). Im Vektor pmCatL_65A wurde das lacZ-Gen durch das GFP Gen 
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ersetzt und die NEO-Kassette ist durch Einfügen einer weiteren FRT-
Erkennungssequenz von zwei FRT-Sequenzen flankiert (s. Abb. 4.9). Die gesamte SA-
IRES-GFP-FRT-NEO-FRT-Kassette konnte mit Sal I aus dem Vektor pmCatL_65A 
freigesetzt und in den mit Xho I geschnitten und dephosphorylierten Vektor pC5_09 
kloniert werden (siehe Abb. 4.8), da mit Sal I bzw. Xho I geschnittene DNS-Fragmente 
kompatible kohäsive Enden aufweisen. 
 
 
   
 
 
 
                 Fragment 1 Fragment 2 
                   Fragment 3 
 
 
 
 
 
 
 
Fragment 1 Fragment 2 
     Fragment 3 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.8: Klonierung des Vektors pC5_10. Das schwarz gefüllte Dreieck stellt  
   die loxP- und das weiße Dreieck die FRT-Erkennungssequenz dar. 
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4.6 Klonierung des 3`-homologen Bereichs des Targetingvektors 
 
 
Abbildung 4.9: Schematische Darstellung des 3`-homologen Bereichs des 
Targetingvektors innerhalb des TrpC5- Gens. Abgebildet sind die zur 
Amplifikation verwendeten Oligodesoxynukleotide und die zur 
Klonierung dieser Fragmente benötigten Restriktionsschnittstellen. 
  
        
In diesem Bereich sollten zwei Fragmente des 3`-homologen Armes des 
Targetingvektors kloniert werden. Auch hier wurden die Oligodesoxynukleotide so 
gewählt, daß sie das zu klonierende Fragment flankieren und ein Überhang von ca. 250 
Nukleotiden zu den jeweiligen Restriktionsschnittstellen entsteht. Die PCR wurde bei 
allen Reaktionen mit Pfu-Polymerase durchgeführt. Die Fragmente wurden 
zusammenkloniert und im letzten Schritt zusammen in den letzten Vektor der 5`-
Homologie, pC5_10, kloniert. 
Alle Amplifikationsprodukte wurden nach der Klonierung doppelsträngig sequenziert 
und mit der Sequenz der öffentlich zugänglichen Genomdatenbank verglichen 
(http://www.ensembl.org).  
 
4.6.1 Klonierung von PCR-Fragment 4 
 
Das erste Fragment der 3`-Homologie wurde mit Hilfe der Oligodesoxynukleotide 
C5_11 und C5_12 aus BAC-Klon-DNS amplifiziert. Im Anschluss wurde es mit den 
Enzymen Xba I und Bgl II  verdaut und in den mit den selben Enzymen geschnittenen 
Hilfsvektor pC5_11b kloniert (siehe Abb. 4.10). 
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                 TCTTACCCTGAG                        TCTTACCCTGAG 
                                     Fragment 4 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.10: Klonierung des Vektors pC5_12. Das schwarz gefüllte Dreieck stellt  
     die loxP Erkennungssequenz dar. 
 
Bei der Sequenzierung dieses Fragments traten in einem Bereich entsprechend Position 
10101 und 11186 des Targetingvektors (s. Abb. 4.18) Unterschiede mit der in der 
ENSEMBL-Datenbank veröffentlichten Sequenz auf, wobei in dem hier amplifizierten 
Fragment Nukleotide fehlten.   
1) Hinter Position 10101 fanden sich in der von ENSEMBL veröffentlichten Sequenz 
weitere 6 Nukleotide (TCTCAC). 
2) Auch hinter Position 11186 waren in der von ENSEMBL veröffentlichten Sequenz 
3 weitere Nukleotide (TTT) vorhanden. 
Die durch Amplifikation mit den Oligodesoxynukleotiden C5_11 und C5_12 sowie 
BAC-Klon-DNS erhaltene Sequenz, die in der Sequenz des Targetingvektors (siehe 
Abb. 4.18) wiedergegeben ist, konnte jedoch durch mehrmaliges Sequenzieren 
unabhängiger Plasmide sowie durch direktes Sequenzieren des BAC-Plasmids 29P23 
bestätigt werden. 
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4.6.2 Klonierung von PCR-Fragment 5 
 
In diesem Klonierungsschritt wurde das mit Bgl II geschnittene Amplifikationsprodukt, 
das mit Hilfe der Oligodesoxynukleotide C5_13 und C5_14 aus ES-Zell-DNS 
gewonnen wurde, in den ebenfalls mit diesen Enzymen verdauten Vektor pC5_11b 
kloniert (siehe Abb. 4.11). 
 
 
 
                        
 
      TCTTACCCTGAG          TCTTACCCTGAG 
             Fragment 5 
 
 
 
 
Abbildung 4.11: Klonierung des Vektors pC5_13a. Das schwarz gefüllte Dreieck stellt  
     die loxP Erkennungssequenz dar. 
 
Im Bereich dieses Fragments wies sich im Vergleich zu der in der ENSEMBL-
Datenbank veröffentlichten Sequenz ein unterschiedliches Nukleotid an Position 12472 
auf (s. Abb. 4.18). Dieses war sowohl in 3 weiteren unabhängigen Plasmiden als auch 
im BAC-Klon 29P23 nachweisbar, so daß davon ausgegangen werden kann, daß die 
amplifizierte Sequenz die Sequenz des TRPC5-Gens in Mäusen des 129 SvJ 
Inzuchtstammes repräsentiert.   
  
4.6.3 Klonierung des Vektors pC5_13 
 
Zur Klonierung des Vektors pC5_13 wurde das in den Vektor pC5_13a klonierte 
Fragment mit Bgl II freigesetzt und in den ebenfalls mit Bgl II geschnittenen und 
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dephosphorylierten Vektor pC5_12 hinter das PCR-Fragment 1 subkloniert (siehe Abb. 
4.12). 
 
                             
 
 
 
TCTTACCTGAG                TCTTACCTGAG 
                   Fragment 5       Fragment 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     TCTTACCCTGAG 
     Fragment 4     Fragment 5 
 
 
 
 
Abbildung 4.12: Klonierung des Vektors pC5_13. Das schwarz gefüllte Dreieck stellt  
     die loxP Erkennungssequenz dar. 
 
4.6.4 Klonierung des Vektors pC5_14 
 
Zur weiteren Klonierung sollten zunächst die homologen Bereiche der 3`-Homologie 
mittels einem Pvu II / Not I-Verdau aus dem Vektor pC5_13 freigesetzt und in den mit 
diesen Enzymen verdauten Vektor pC5_11a ligiert werden (siehe Abb. 4.13). 
 
 
       
         
TCTTACCTGAG 
                 Fragment 4     Fragment 5 
 
 
 
 
Abbildung 4.13: Erste Strategie zur Klonierung des Vektors pC5_14. Das schwarz  
  gefüllte Dreieck stellt die loxP Erkennungssequenz dar. 
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Die Spaltung des Vektors pC5_13 mit Pvu II lieferte allerdings wiederholt DNS-
Fragmente unerwarteter Größe, die möglicherweise durch unspezifische DNS-Spaltung 
hervorgerufen wird. Deswegen wurde die Klonierungsstrategie modifiziert und der 
TRPC5 Genabschnitt bestehend aus den amplifizierten Fragmenten 4 und 5 mittels   
Xba I und Not I freigesetzt. Deshalb wurde ein weiterer Hilfsvektor (pC5_19) benötigt, 
der neben den benötigten Schnittstellen auch die 12 Nukleotide „TCTTACCCTGAG“ 
als Anfang des 3`-homologen Armes und die loxP-Sequenz enthält.  
Nach der Freisetzung des Fragments aus dem Vektor pC5_13 mit Hilfe der Enzyme 
Xba I/ Not I konnte das Fragment in den neu hergestellten Hilfsvektor pC5_19 kloniert 
werden, der ebenfalls mit Xba I/ Not I gespalten wurde (siehe Abb. 4.14). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TC 
                TTACCCTGAG                   TCTTACCCTGAG 
                                                 Fragment4       Fragment 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                  TCTTACCTGAG 
                            Fragment 4         Fragment 5 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.14:  Klonierung des Vektors pC5_14. Das schwarz gefüllte Dreieck stellt  
 die loxP Erkennungssequenz dar. 
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4.6.5 Klonierung des Vektors pC5_15 
 
In dem nachfolgend beschriebenen Klonierungsschritt wurde in den mit Not I 
geschnittenen und dephosphorylierten Vektor pC5_14 eine weitere Thymidinkinase-
Kassette kloniert. Die Verwendung von zwei unabhängigen Negativselektionskassetten 
sollte dabei die Effektivität der selektiv homolog rekombinanter ES-Zellklonen im 
Gentargetingexperiment steigern. Diese wurde mit Hilfe des Restriktionsenzyms Not I  
aus dem Vektor pBTK_1 freigesetzt. Somit liegt diese im Targetingvektor am 3` Ende 
des Vektors (siehe Abb. 4.15). 
 
 
         
 
 
       
TCTTACCCTGAG  
                Fragment 4  Fragment 5 
 
 
 
 
 
 
 
    TCTTACCTGAG 
             Fragment 4        Fragment 5 
 
 
 
 
Abbildung 4.15: Klonierung des Vektors pC5_15. Das schwarz gefüllte Dreieck stellt  
     die loxP Erkennungssequenz dar. 
 
4.6.6 Klonierung des Vektors pC5_16 
 
Im finalen Klonierungsschritt wurden die homologen Fragmente des 3`-
Homologiebereichs inklusive Thymidinkinasegen in den Vektor pC5_10, der die 
gesamte 5`-Homologie enthält, kloniert. Hierzu wurde das Fse I/ Asc I freigesetzte 
Fragment aus pC5_15 in den ebenfalls Fse I und Asc I geschnittenen  Vektor pC5_10 
ligiert (siehe Abb. 4.16). 
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TCTTACCCTGAG                 
         Fragment 4     Fragment 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
               Fragment 1 Fragment 2 
                             Fragment 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
         
 Fragment 1 Fragment 2 TCTTACCTGAG Fragment 4 Fragment 5 
 Fragment 3 
              
                    
 
 
 
 
 
Abbildung 4.16: Klonierung des finalen Vektors pC5_16. Das schwarz gefüllte Dreieck  
  stellt die loxP- und das weiße Dreieck die FRT-Erkennungssequenz  
  dar. 
 
 
Der resultierende Vektor pC5_16 enthält nach der zweiten Thymidinkinasekassette, die 
auf den 3`-homologen Arm folgt, eine singuläre Asc I Schnittstelle. Diese dient der 
Linearisierung des Plasmids vor der Transfektion der ES-Zellen mittels Elektroporation. 
Allerdings ließ sich das Plasmid pC5_16 nicht in größeren Mengen präparieren. Es 
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wurde vermutet, daß es durch die zweifache Insertion des Thymidinkinasengens zu 
intramolekularer DNS-Rekombination kommt. Aus diesem Grund wurden 
Transformationen in verschiedene Bakterienstämme durchgeführt: 
Zunächst erfolgte eine Transformation in DH5α -Zellen. Diese besitzen 2 Mutationen, 
recA und endA, die die Stabilität der DNS vergrößern und die 
Rekombinationswahrscheinlichkeit verringern. Jedoch konnte auch aus diesem 
Bakterienstamm keine ausreichende Plasmidmenge isoliert werden. 
Im nächsten Schritt wurde das Fragment in den E. coli Stamm Epicurian XL10 –Gold, 
der sich durch seine hohe Transformationseffizienz auszeichnet, sowie in den SURE-
Stamm transformiert. Im SURE-Stamm sind DNS-Reparatursysteme inaktiviert, die an 
Bereichen repetitiver Sequenzen und anderen irregulären Strukturen angreifen und so 
Rekombinationen und Deletionen hervorrufen können. Aufgrund dieser Inaktivierung 
erhält man auch hier eine größere Stabilität eingefügter Plasmid-DNS und eine 
Verringerung von Rekombinationsereignissen. Es gelang allerdings weder aus dem 
SURE-Stamm noch aus dem Epicurian XL10 –Gold-Stamm, eine zur Transfektion von 
ES-Zellen ausreichende Menge Plasmid-DNS zu präparieren. 
Da für ein erfolgreiches Gentargetingexperiment Plasmid-DNS in der Größenordnung 
von mehr als 100 μg benötigt wird, wurde aus den Vorläuferplasmiden ein 
Targetingvektor hergestellt, der nur eine Thymidinkassette enthält. Demzufolge sollten 
intramolekulare Rekombinationsereignisse nicht mehr auftreten und das Plasmid sollte 
sich in ausreichender Menge isolieren lassen. 
 
 
4.6.7 Klonierung des Vektors pC5_16b 
 
Hierzu wurden die homologen Fragmente des 3`-Homologiebereichs mit den Enzymen 
Fse I und Asc I aus dem Vektor pC5_14 freigesetzt und in die korrespondierende Stelle 
des Vektors pC5_10, der die gesamte 5`-Homologie enthält, kloniert (siehe Abb. 4.17).  
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  TCTTACCTGAG  
       Fragment 4    Fragment 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Fragment 1 Fragment 2 
               Fragment 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Fragment 1 Fragment 2                          TCTTACCTGAG  Fragment 4 Fragment 5 
            Fragment 3 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4.17: Klonierung des alternativen Vektors pC5_16b. Das schwarz gefüllte  
 Dreieck stellt die loxP- und das weiße Dreieck die FRT-    
 Erkennungssequenz dar. 
 
Der aus dieser Klonierung hervorgegangene Vektor pC5_16b ließ sich in größeren 
Mengen isolieren und konnte somit zur weiteren Verwendung im Gentargeting-
Experiment verwendet werden. 
Die Nukleotidsequenz des Targetingvektors pC5_16b ist in Abbildung 4.18 dargestellt. 
Die Gesamtlänge beträgt ca. 16400 bp. 
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Abbildung 4.18: Sequenz des Targetingvektors pC5_16b 
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4.7  Strategie zum Nachweis des homologen Rekombinationsereignisses 
 
Die zufällige Integration des Targetingvektors an beliebige Stellen des Genoms ist sehr 
viel häufiger als die Integration durch homologe Rekombination an einem definierten 
Ort. Der Nachweis einer korrekten Integration des Targetingvektors pC5_16b kann 
durch Gentypisierung mittels Southern-Blot-Analyse und/oder PCR-Reaktion erfolgen. 
Für die Southern-Blot-Analyse werden Sonden, die 3` bzw. 5` des homologen Bereichs 
des Targetingkonstruktes lokalisiert sind, hergestellt. Mit Hilfe dieser Sonden ist es 
möglich, nach Verdau mit entsprechenden Restriktionsendonukleasen, das Wildtypallel 
vom rekombinanten Allel eindeutig zu unterscheiden und später transfizierte ES-Zellen 
auf erfolgreiche homologe Rekombination zu untersuchen. 
 
4.7.1 Klonierung und Präparation der 3`-Sonde 
 
Die 3`-Sonde umfasst 1892 Basenpaare und liegt 707 bp 3` des Endes der 3`-Homologie 
des Gentargetingvektors. Das Fragment wurde mittels PCR mit Taq-Polymerase und 
den Desoxynukleotiden C5_25 und C5_26 (s. Tab. 3.2) aus BAC DNS amplifiziert. Im 
folgenden Schritt wurde dieses Fragment wie in Kapitel 3.2.12 beschrieben behandelt 
und in einen EcoR V verdauten pBluescript SK (-) Vektor kloniert. Nach der 
Aufreinigung des erhaltenen Vektors pC5_17 wurde der Bereich des Fragments 
doppelsträngig sequenziert und mit der von ENSEMBL veröffentlichten Sequenz des 
TrpC5-Gens verglichen  (http://www.ensembl.org).  
Das Insert konnte zur Verwendung als Sonde in der Southern-Blot-Analyse nach 
Restriktionsverdau mit EcoR I und Hind III vollständig aus dem Vektor 
herausgeschnitten und durch Elektophorese in einem 7% PAGE-Gel und Elektroelution 
aufgereinigt werden. 
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4.7.2 3` Southernstrategie 
 
      
         TRPC5 Wildtyp-Allel 
 
 
 
                  Targetingkonstrukt 
 
 
                    
          TRPC5L3F2 Allel 
 
    
 Sonde 
             
 
 WT     Stu I Verdau  
 MT     3` Sonde 
  
 
Abbildung 4.19: Schematische Darstellung der 3` Southernstrategie. 
 Abgebildet ist das Wildtypallel, der Targetingvektor pC5-16 und das 
rekombinante Allel. Die Exonsequenzen sind als schwarze Quadrate 
und die Intronsequenzen als schwarze Linie dargestellt. Das 
rekombinante Allel besitzt eine loxP-Seite (schwarze Dreiecke) 5` 
des  Exons 4 und eine SA-IRES-GFP-FRT-NEO-FRT Kassette 3` 
des Exons 4. Unterhalb der Abbildung ist die Sonde und die Größe 
der genomischen DNS-Fragmente für die Southern-Blot-Analyse 
dargestellt. 
 WT: Wildtyp, MT: rekombinantes Allel 
       X: Xba I, E: EcoR I, S: Stu I, A: Afl II, B: Bgl II 
          
Die 3`-Southernstrategie beruht auf einem Restriktionsverdau der genomischen DNS 
mit dem Restriktionsenzym Stu I. Nach dem Verdau von Wildtyp-DNS mit Stu I 
entsteht ein Fragment von 10,3 kb Länge, das mit Hilfe der spezifischen 3`-Sonde (s. 
Kapitel 4.7.1) nachgewiesen werden kann. Durch Insertion einer künstlichen Stu I-
Schnittstelle in das Targetingkonstrukt kann zwischen korrekter bzw. nicht erfolgter 
Integration in das Genom unterschieden werden. Nach homologer und vollständiger 
Insertion der gesamten 3`-homologen Sequenz einschließlich der dritten loxP-
Sequenzen (L3, s. Abb. 4.20) entsteht im rekombinanten Allel ein Fragment von 7 kb. 
Um zu überprüfen, ob die präparierte Sonde spezifisch bindet, wurde eine Southernblot-
Analyse durchgeführt. Hierzu wurde genomische DNS von Wildtyp-ES-Zellen mit Stu I 
verdaut, mittels Gelektrophorese aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. 
Anschließend erfolgte eine Hybridisierung mit der radioaktiv markierten 3`-Sonde. In 
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Abbildung 4.20 sind Banden in Höhe von 10,3 kb zu erkennen. Aufgrund dieses 
Ergebnisses kann davon ausgegangen werden, daß die Sonde spezifisch an ihre 
Zielsequenz bindet und somit auch rekombinante Allele nach erfolgter homologer 
Rekombination nachgewiesen werden können. 
 
            1       2      3     4 
 
 
Abbildung 4.20:  Nachweis von 10,3 kb großen Stu I-DNS-Fragmenten aus dem 
TRPC5-Gen mit Hilfe der 3`-Sonde durch Southern-Blot-Analyse 
Genomische Wildtyp-DNS wurde mit Stu I geschnitten Lane 1 bis 4: 
jeweils 15 μl genomischer ES-Zell-DNS nach Stu I- Verdau.
10,3 kb 
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4.7.3 5`-Southernstrategie 
 
  
  
 TRPC5 Wildtyp-Allel 
    
    
 
 Targetingkonstrukt 
     
 
  TRPC5L3F2 Allel 
     
 
    
 5` Sonden 
 
 
 
    WT     Bgl II Verdau  
    MT     5` Sonden 1,2,3,6 
 
 
    WT     Kpn I Verdau 
    MT     5` Sonden 4,5,6 
     
 
Abbildung 4.21: : Schematische Darstellung der 5`-Southernstrategie. 
Abgebildet ist das Wildtypallel, der Targetingvektor pC5-16 und das 
rekombinante Allel. Die Exonsequenzen sind als schwarze Quadrate 
und die Intronsequenzen als schwarze Linie dargestellt. Das 
rekombinante Allel besitzt eine loxP-Seite (schwarze Dreiecke) 5` 
des Exons 4 und eine SA-IRES-GFP-FRT-NEO-FRT Kassette 3` des 
Exons 4. Unterhalb der Abbildung sind die Sonden und die Größen 
der genomischen DNS-Fragmente für die Southern-Blot-Analyse 
dargestellt. 
 WT: Wildtyp, MT: rekombinantes Allel 
       X: Xba I, K: Kpn I, B: Bgl II, E: EcoR I, S: Stu I, A: Afl II  
 
 
Die 5`-Southernstrategie beruht auf einem Restriktionsverdau der genomischen DNS 
mit den Restriktionsenzymen Bgl II bzw. Kpn I. Nach dem Verdau von Wildtyp-DNS 
mit Bgl II entstehen Fragmente von 6,9 kb Länge, die mit Hilfe einer spezifischen 5`-
Sonde, die zwischen der Bgl II-Schnittstelle und dem Beginn der 5´-homologen 
Sequenz des Targetingvektors liegt, nachgewiesen werden können. Durch Insertion von 
zwei zusätzlichen Bgl II-Schnittstellen in das Targetingkonstrukt soll zwischen 
korrekter, unvollständiger oder nicht erfolgter Integration in das Genom unterschieden 
werden. Nach homologer und vollständiger Insertion der gesamten 5`-homologen 
Sequenz einschließlich aller loxP-Sequenzen sollte im rekombinanten Allel ein 
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Fragment von 4 kb entstehen. Bei korrekter und vollständiger Integration finden sich 
somit drei loxP- und zwei ftr-Sequenzen im Genom (L3F2-Allel, d.h. drei loxP- und 
zwei ftr-Sequenzen). Mit Hilfe der zweiten künstlich eingefügten Bgl II-Schnittstelle 
lässt sich die unvollständige Integration des Konstruktes von der richtigen Integration in 
die Zielsequenz mittels Southernblot-Analyse unterscheiden. In diesem Fall wird durch 
die homologe Rekonstruktion nur ein Teil des 5`-Homologiebereiches ohne die erste 
loxP-Sequenz inseriert (L2F2-Allel, d.h. zwei loxP- und zwei ftr-Sequenzen). Durch das 
Fehlen der ersten loxP-Sequenz fällt aufgrund der unmittelbaren Nähe zum 5`-Ende die 
erste artifiziell eingefügte Bgl II-Schnittstelle weg. Somit lässt sich durch die zweite 
eingefügte Bgl II-Schnittstelle mit Hilfe der spezifischen Sonde ein Fragment der Länge 
5,6 kb nachweisen. Bei unvollständiger Integration finden sich somit zwei loxP- und 
zwei ftr-Sequenzen im Genom. 
Als Alternative zur Spaltung der genomischen DNS mit Bgl II kann das 
Restriktionsenzym Kpn I verwendet werden. Entsprechende DNS-Fragmente, die als 
Sonde für die Southern-Blot-Strategie in Frage kommen, müssen zwischen der Kpn I 
Schnittstelle und dem Start des Targetingvektors liegen. Nach dem Verdau von 
Wildtyp-DNS mit Kpn I entsteht ein Fragment  mit einer Länge von 9,4 kb. Nach 
homologer und vollständiger Integration der gesamten 5`-homologen Sequenz 
einschließlich aller loxP-Sequenzen entsteht im rekombinanten Allel ein Fragment von 
5,3 kb (L3F2-Allel), da unmittelbar vor der ersten loxP-Seite im Targetingkonstrukt 
eine zusätzliche Kpn I-Schnittstelle eingefügt wurde. Bei unvollständiger Insertion und 
dem Verlust der ersten loxP-Sequenz entfällt folglich auch hier die künstlich inserierte 
Schnittstelle für Kpn I. In diesem Fall entsteht ein Fragment der Länge 12,8 kb (L2F2-
Allel).  
Von insgesamt 6 im 5` Bereich des Targetinglokus gelegenen DNS-Fragmenten, die in 
Southern-Blot-Analysen untersucht wurden, kam es in allen Fällen zu einer 
unspezifischen Hybridisierung mit der genomischen DNS. Da keine anderen Enzyme 
praktikabel sind, muss die Richtigkeit der Sequenz im Bereich der 5`-Homologie sowie 
die korrekte Integration der ersten und zweiten loxP-Sequenz (L1 bzw. L2) durch 
Amplifikation der genomischen DNS in diesem Bereich und anschließender 
Sequenzierung überprüft werden. 
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5 DISKUSSION          
 
Ziel dieser Arbeit war es, einen Gentargetingvektor zur Inaktivierung des TRPC5-Gens 
im Mausmodell zu konzipieren und zu klonieren. Zur konditionierten Geninaktivierung 
wurde das Cre-loxP System aus dem Bakteriophagen P1 bzw. das Flp-FRT-System aus 
der Hefe Saccharomyces cerevisiae verwendet. Beide Systeme können mittlerweile 
effizient zur konditionierten Geninaktivierung in der Maus eingesetzt werden 
(Lewandoski, 2001;Kwan, 2002). 
Die beiden genannten Systeme bestehen aus einem Rekombinase-Enzym, Cre bzw. Flp, 
und einer dazugehörigen Erkennungssequenz, loxP bzw. FRT. Die minimale 
Erkennungssequenz beträgt jeweils 34 bp, so daß das zufällige Auftreten dieser Sequenz 
in Säugern und somit eine negative Beeinflussung anderer Gene relativ 
unwahrscheinlich ist. Die Erkennungssequenzen beinhalten die Bindestelle der Cre- 
bzw. Flp-Rekombinase, in der es in der Mitte der Sequenz zum Schneiden des Stranges 
und zur Religation kommt. Die durch die Erkennungssequenz flankierten DNS-
Abschnitte werden je nach Orientierung und Lage der Erkennungssequenz deletiert, 
invertiert oder transloziert. 
Neben der ubiquitären Geninaktivierung besteht beim Cre-loxP System die Möglichkeit 
der zelltypspezifischen und zeitlichen Inaktivierung. Zur zelltypspezifischen 
Inaktivierung werden die von der Erkennungssequenz flankierten DNS-Abschnitte des 
Zielgens durch zelltypspezifische Expression der Rekombinase deletiert und das Gen 
inaktiviert. Hierzu werden Mäuse, die das mutierte Allel tragen mit Mäusen verpaart, 
die die Cre-Rekombinase zelltypspezifisch exprimieren. Somit wird das Zielgen 
ausschließlich in den Zellen deletiert, in denen die Cre-Rekombinase exprimiert wird. 
Um die Inaktivierung des Zielgens zeitlich zu steuern, kann ein Verfahren benutzt 
werden, bei dem ein Fusionsprotein aus der Cre-Rekombinase und einer mutierten 
Ligandenbindestelle des Östrogenrezeptors in transgenen Mäusen exprimiert wird. In 
diesem Fall kann die Rekombinaseaktivität des Cre-Fusionsproteins z.B. durch exogen 
zugeführtes Tamoxifen ausgelöst werden. Endogene Östrogene bewirken dagegen keine 
Aktivierung des Cre-Fusionsproteins. Im unstimulierten Zustand ist das Cre-
Fusionsprotein an ein Hitzeschockprotein gebunden und kann nicht in den Zellkern 
diffundieren. Durch die Zufuhr von exogenem Tamoxifen wird das Hitzeschockprotein 
aus der Bindung mit dem Cre-Fusionsprotein vedrängt, so daß dieser Komplex in den 
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Zellkern diffundieren kann und damit eine Aktivierung der Cre-Rekombinase bewirkt. 
Somit kann duch Tamoxifen-Gabe die Deletion der durch loxP-Erkennungssequenzen 
flankierten DNS-Fragmente zu definierten Zeitpunkten erreicht werden (Lewandoski, 
2001;Kwan, 2002;Hayashi and McMahon, 2002). Wird durch Voranschalten eines 
gewebspezifischen Promotors vor das Gen für das Cre-Fusionsprotein dessen 
Expression auf bestimmte Zelltypen in der Maus beschränkt, kann die Inaktivierung 
eines Zielgens zeitlich kontrolliert und selektiv in definierten Zelltypen induziert 
werden (Sohal et al., 2001). 
Die in dieser Arbeit gewählte Strategie ermöglicht es, mit Hilfe des Cre-loxP- bzw. des 
FRT-Flp-Systems nach erfolgreichem Gentargeting in embryonalen Stammzellen 
folgende drei Mauslinien zu generieren, auf die im Anschluss genauer eingegangen 
wird: 
1)  TRPC5-/- 
Bei dieser Mauslinie ist das Exon 4, das für einen essentiellen Proteinabschnitt des 
TRPC5-Ionenkanals codiert, deletiert. Die durch die Deletion hervorgerufene 
Inaktivierung des TRPC5 Gens besteht dabei seit dem frühesten Embryonalstadium und 
in der Folge in allen Zellen des resultierenden Organismus. 
2) TRPC5flox/flox 
Bei dieser Mauslinie ist das selbe Exon, das in der TRPC5-/- Mauslinine ubiquitär 
deletiert ist, von loxP-Sequenzen flankiert. Durch Verpaarung der TRPC5flox/flox Mäuse 
mit transgenen Mäusen, die die Cre-Rekombinase zelltypspezifisch exprimieren, ist es 
möglich, das TRPC5-Gen selektiv in definierten Zelltypen zu inaktivieren. Diese 
Vorgehensweise ist notwendig, wenn TRPC5-/- Mäuse bereits während der 
Embryonalentwicklung versterben (Weissgerber et al., 2006), oder um eine in TRPC5-/- 
Mäusen beobachtete Dysfunktion, die durch Fehlfunktionen in mehreren Organe bzw. 
Zelltypen zustande kommen könnte, einem definierten Zelltyp oder Organ zuzuordnen. 
In diesem Fall könnte man das TRPC5-Gen selektiv in dem zu untersuchenden Zelltyp 
inaktivieren und diese Mäuse hinsichtlich dieser Dysfunktion untersuchen. 
3) TRPC5Reporter 
Bei dieser Mauslinie ist ein Reportergen (GFP) so in das TRPC5 Gen integriert,  daß es 
unter der Kontrolle des TRPC5-Promotors exprimiert wird. Auf diese Weise kann durch 
Nachweis der GFP-Fluoreszenz an intakten Zellen die Expression von TRPC5-Kanälen 
untersucht werden. Außerdem sollte es möglich sein, native TRPC5-exprimierende 
Zellen auf Grund ihrer GFP-Fluoreszenz z.B. aus Blut oder Knochenmark mit Hilfe von 
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FACS (Fluorescence activated cell sorting) zu isolieren, um anschließend die 
funktionelle Bedeutung der TRPC5-Kanäle in diesen Zellen zu analysieren.  
 
Mit Hilfe TRPC5-defizienter Mauslinien können Aussagen über die  Funktion des 
TRPC5-Proteins in nativen Zellen, Organen und für Systemfunktionen gemacht werden. 
Um das Ereigniss der homologen Rekombination zu ermöglichen, wurde in dieser 
Arbeit ein Gentargetingvektor kloniert, der neben dem Exon 4 weitere homologe 
Bereiche zur Zielsequenz des TRPC5-Gens enthält.  
Eine Möglichkeit zur konditionierten Inaktivierung eines Gens mittels homologer 
Rekombination ist die Elimination eines Genabschnittes, der für die Funktion des 
codierenden Proteins essentiell ist. In dieser Arbeit wurde deshalb das Exon 4, das für 
die Transmembrandomäne S1/S2 codiert, mit loxP-Sequenzen flankiert. Mit Hilfe der 
Cre-Rekombinase kann dieses Exon deletiert werden.  
Da die Insertion des Gentargetingvektors in zufällige genomische Bereiche sehr viel 
häufiger stattfindet als in den gewünschten chromosomalen Bereich, wurden in den 
Targetingvektor Gene kloniert, die eine Positiv- bzw. Negativselektion im Rahmen des 
Gentargetingexperiments in ES-Zellen ermöglichen. Zur Positivselektion wurde 
zwischen die homologen Arme des Gentargetingvektors ein Gen für die Neomycin-
Phosphotransferase inklusive eines in ES-Zellen erprobten Promotors und eines 
Polyadenylierungssignals kloniert. Die Expression dieses Enzyms in transfizierten ES-
Zellen ermöglicht diesen Zellen das Wachstum in Gegenwart des Aminoglykosid-
Antibiotikums G418 unabhängig von der Lokalisation des Integrationsortes im Genom, 
während nichttransfizierte Zellen absterben. Damit es durch dieses Gen nicht zu 
unerwünschten Effekten auf benachbarte Gene kommt, wurde eine Strategie gewählt, 
bei der diese Kassette mit FRT-Sequenzen flankiert wurde. Dadurch ist es möglich, mit 
Hilfe der Flp-Rekombinase das Gen für die Neomycin-Phosphotransferase selektiv zu 
entfernen. Es gibt Beispiele die belegen, daß die Anwesenheit einer Neomycin-Kassette 
in der Zielsequenz Einfluss auf die Expression benachbarter Gene besitzt, z.B. stört die 
Integration einer PGK-NEO-Kassette in den Genlokus des Granzym-Genes die 
Expression selbst 100kb entfernter Gene (Pham et al., 1996). Zur Negativselektion 
wurde außerhalb der homologen Arme vor den 5`-homologen Bereich die 
Thymidinkinase-Selektionskassette, bestehend aus pgk-Promotor, Thymidinkinase 
cDNS sowie Polyadenylierungssignal, kloniert. Bei Integration des Targetingvektors 
mittels homologer Rekombination wird die Thymidinkinase nicht mit in den 
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rekombinanten Genlokus inseriert, da sie eine nicht homologe Sequenz darstellt, die 
außerhalb der homologen Arme liegt. Bei dem weitaus häufiger vorkommenden 
Ereignis einer zufälligen Integration wird diese Negativselektionskassette allerdings 
zusammen mit der zum TRPC5-Gen homologen Sequenz ins Genom integriert und 
bleibt funktionstüchtig. Die Thymidinkinase phosphoryliert Nukleosid-Analoga wie 
z.B. Ganciclovir zum Monophosphat aus welchem durch weitere 
Phosphorylierungsschritte endogener Kinasen ein Triphosphat hervorgeht. Werden 
diese Triphosphate in die DNS eingebaut kommt es zur Hemmung der DNS-
Replikation. ES-Zell-Klone, die die Thymidinkinase-Selektionskassette vollständig ins 
Genom integriert haben sind somit im Gegensatz zu den regelrecht homolog 
rekombinierten ES-Zellen sensitiv gegenüber Ganciclovir und können durch dessen 
Zugabe ins Kulturmedium eliminiert werden. 
Zur Identifizierung homolog rekombinanter ES-Zellklone wurde eine Strategie zur 
Southern-Blot-Analyse erarbeitet. Nach Spaltung genomischer DNS aus Wildtyp ES-
Zellen mit dem Restriktionsenzym Stu I wird nach Hybridisierung mit einer 3` des 
Targtingvektors lokalisierten Sonde ein 10,3 kb DNS-Fragment aus dem TRPC5-
Genlokus detektiert. Bei ES-Zellklonen, bei denen das Targetingkonstrukt mittels 
homloger Rekombination in den TRPC5-Genlokus integriert wurde, wird dagegen ein  
7 kb Fragment identifiziert (P. Weißgerber, M. Freichel, unveröffentlichte Ergebnisse). 
Aus dem 5` des Targetingvektors gelegenen Bereich des TRPC5-Genlokus konnte keine 
DNS-Sonde identifiziert werden, obwohl aus dem in Frage kommenden Bereich 
insgesamt 6 DNS-Fragmente in Southern-Blot-Analysen untersucht wurden. In allen 
Fällen kam es zu einer unspezifischen Hybridisierung mit der genomischen DNS, 
möglicherweise aufgrund zahlreicher repetitiver Sequenzbereiche in diesem Abschnitt 
des TRPC5-Genlokus. Der Nachweis der korrekten und singulären Integration des 
Targetingvektors muss deshalb dadurch erfolgen, daß die relevante DNS-Sequenz im 
5`-Teil des Targetinglokus wie z.B. die loxP-Erkennungssequenz mittels spezifischer 
Oligodesoxynukleotide amplifiziert und sequenziert werden. Um auszuschliessen, daß 
der Targetingvektor mehrfach integriert wurde, wird eine Southern-Blot-Analyse mit 
einem DNS-Fragment durchgeführt, das innerhalb des Targetingvektors liegt (s. Abb. 
5.1). 
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 TRPC5 Wildtyp Allel 
 
 
 
 Targetingkonstrukt 
    
    
          
 TRPC5L3F2 Allel 
    
    
 Sonden  
    
  Stu I Verdau  
 MT Interne sonde 1 
           
          Stu I Verdau 
 MT Interne Sonde 2 
 
          Xba I Verdau  
 MT Exon 4 Sonde 
 
Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Strategie zur Überprüfung der 
korrekten einmaligen Integration des Targetingvektors ins Genom. 
Abgebildet ist das Wildtypallel, der Targetingvektor pC5-16 und das 
rekombinante Allel. Die Exonsequenzen sind als schwarze Quadrate 
und die Intronsequenzen als schwarze Linie dargestellt. Das 
rekombinante Allel besitzt eine loxP-Seite (schwarze Dreiecke) 5` 
des  Exons 4 und eine SA-IRES-GFP-FRT-NEO-FRT Kassette 3` 
des Exons 4. Unterhalb der Abbildung sind die Sonden und die 
Größen der genomischen DNS-Fragmente für die Southern-Blot-
Analyse dargestellt. 
 MT: rekombinantes Allel, I1: Interne Sonde 1, I2: Interne Sonde 2 
       X: Xba I, E: EcoR I, S: Stu I, A: Afl II, B: Bgl II 
 
In genomischer DNS homolog rekombinanter ES Zellklone mit singulärer Integration 
des Targetingvektors dürfte nach Stu I- bzw. Xba I-Verdau und Hybridisierung mit der 
internen Sonde 1 oder 2 bzw. mit der Exon 4 Sonde lediglich ein DNS Fragment der 
erwarteten Größe (siehe Abb. 5.1) detektiert werden. Bei mehrfach Integration werden 
zwei oder mehrere DNS Fragmente erwartet. 
Nach Transfektion des Gentargetingvektors in embryonale Stammzellen und 
erfolgreicher homologer Rekombination erhält man ES-Zellen, die für die eingefügte 
Mutation heterozygot sind. Durch Injektion dieser ES-Zellen in Blastozysten können 
nach Implantation der Blastozysten in scheinschwangere Ammenmäuse chimäre Tiere 
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geboren werden. Diese Chimären sind in der Lage, die eingeführte Mutation zu 
vererben. Um Mäuse zu erhalten, die für die geplante Veränderungen heterozygot 
(+/L3F2) sind, werden diese Chimären mit Wildtyp-Mäusen verpaart. Im Folgenden 
wird dargestellt, welche Genotypen durch Verpaarungen der heterozygoten TRPC5 
+/L3F2 Mäuse mit verschiedenen Mauslinien, die die Cre- bzw. Flp-Rekombinase 
exprimieren, generiert werden können. 
Zur Herstellung TRPC5 defizienter Mäuse, bei denen das Gen ubiquitär und beginnend 
mit den frühesten Embryonalstadien inaktiviert ist, werden diese Mäuse z.B. mit einer 
Mauslinie verpaart, die die Cre-Rekombinase unter der Transkriptionskontrolle des 
Cytomegalievirus (CMV)-Minimalpromotors und bereits während der frühen 
Embryogenese exprimiert. Wegen der effektiven Geninaktivierung der jeweiligen 
Zielgene bezeichnet man diese CMV-Cre-Mauslinie auch als Cre-Deleter Mauslinie 
(Schwenk et al., 1995). 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.2:  Schematische Darstellung der Excision der durch loxP-Sequenzen  
flankierten Bereiche aus dem L3F2-Allel duch Expression der Cre-  
Rekombinase und Generierung des L1-Allels. Eingezeichnet sind das 
Exon 4 (orangener Kasten), die Exons 5 und 6 (graue Kästchen), die 
Neomycin-Resistenzkassette (rosa), die IRES-GFP-Kassette (grün) mit 
Splice-Akzeptor-Sequenz (SA) und Polyadenylierungssignal (pA) 
sowie die loxP- (schwarze Dreiecke) als auch die FRT-Sequenzen (rote 
Dreiecke). 
 
Demnach besitzen Nachkommen von Verpaarungen aus TRPC5 +/L3F2 Mäusen mit Cre-
Deleter Mäusen ein Nullallel für das TRPC5-Gen (TRPC5 – oder TRPC5 L1). Da das 
durch loxP-Erkennungssequenzen flankierte Exon 4 einen essentiellen codierenden 
L3F2-Allel 
Null-Allel (L1) 
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Bereich des TRPC5-Gens darstellt, kommt es durch die Deletion dieses Exons zum 
Leserastersprung und somit zum vorzeitigen Translationsstop. Als Folge dieser Deletion 
sollte von diesem Null-Allel kein funktionstüchtiges Protein mehr gebildet werden. 
Durch Verpaarung dieser für die eingeführte Mutation heterozygoten Tiere können 
Mäuse generiert werden, die homozygote Träger des Nullalels sind (TRPC5 -/-). Da das 
TRPC5 Gen auf dem X Chromosom lokalisiert ist, können hemizygote männliche Tiere, 
die das TRPC5-Null-Allel tragen, bereits keine funktionellen TRPC5 Kanäle mehr 
herstellen. Der Nachweis der fehlenden Expression des TRPC5-Gens kann  mit Hilfe 
einer Northern Blot Analyse oder mittels einer Western Blot Analyse bei Verfügbarkeit 
eines geeigneten, gegen das TRPC5-Protein gerichteten Antikörpers, erfolgen. 
Umgekehrt dienen Proteinfraktionen, die aus TRPC5 defizienten Mäusen gewonnen 
werden als Negativkontrolle zur Evaluation der Spezifität von TRPC5-Antiseren, wenn 
der Nachweis der fehlenden Expression funktioneller TRPC5-Transkripte- bzw. der 
TRPC5-Proteine zuvor z.B. mittels  Northern-Blot-oder Western-Blot-Analyse erbracht 
wurde. 
Durch vergleichende Analysen von Zellen, Organen bzw. systemischen 
Körperfunktionen an Wildtyp- bzw. TRPC5 defizienter Mäuse kann auf die funktionelle 
Bedeutung von TRPC5 geschlossen werden. In Neuronen aus Wildtyp- bzw. TRPC5 
defizienten Mäusen kann z.B. die Länge und die Morpholgie von Neuriten untersucht 
werden, da das TRPC5-Protein, basierend auf Experimenten mit denen negativ 
dominante TRPC5-Konstrukte in hippocampalen Neuronen überexprimiert wurden, als 
Regulatoren des Neuritenwachstums postuliert wurden (Greka et al., 2003).  
Da keine Pharmaka verfügbar sind, die TRPC5-Kanäle mit ausreichender Spezifität 
blockieren können, kann mit Hilfe TRPC5-defizienter Mäuse untersucht werden, ob 
Agonist aktivierte Kationenströme und der damit verbundene Ca2+ Einstrom durch 
TRPC5-Kanäle vermittelt ist. 
In ähnlicher Weise kann die Bedeutung des TRPC5-Proteins als Untereinheit von 
Kationenkanälen und für den Agonist-induzierten Ca2+ Einstrom in glatten 
Muskelzellen sowie für die Kontraktilität von Blutgefäßen und die Blutdruckregulation 
untersucht werden. Eine Bedeutung von TRPC5 Kanälen für diese Funktionen wird 
derzeit vermutet (Beech et al., 2004).  Außerdem wurde kürzlich berichtet, daß die 
Expression von TRPC5 bei Patienten mit Herzinsuffizienz gesteigert ist (Bush et al., 
2006). Eine kausale Rolle von TRPC5 für die Entstehung von Herzhypertrophie bzw. 
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Herzinsuffizienz könnte ebenfalls mit Hilfe des TRPC5-Mausmodells untersucht 
werden. 
Falls TRPC5 defiziente Mäuse nicht lebensfähig sind, besteht bei der hier gewählten 
Targetingstrategie auch die Möglichkeit, das TRPC5-Gen zeitlich kontrolliert oder 
zelltypspezifisch zu inaktivieren. Dazu wird eine Mauslinie benötigt, bei der das Exon 4 
des TRPC5-Gens von loxP-Sequenzen flankiert ist (TRPC5 flox/flox). Diese Mauslinie 
kann nach Verpaarung der TRPC5 L3F2/+ Mäuse mit der EIIa-Cre-Mauslinie erhalten 
werden (Holzenberger et al., 2000). Die EIIa-Cre-Maus ist eine transgene Mauslinie, die 
die Cre-Rekombinase unter dem adenoviralen EIIa-Promotor exprimiert, der nur in 
Oocyten und Präimplantationsstadien aktiv ist. Die Expression der Cre-Rekombinase 
findet daher nur in diesen Stadien des Embryos statt. Hierbei kommt es bei den 
Nachkommen neben der totalen Excision der durch loxP-Erkennungssequenzen 
flankierten DNS-Bereiche (siehe Abb. 5.2) auch zu sog. Mosaikrekombinationen 
(Holzenberger et al., 2000). Hierbei ist auch eine partielle Excision beim Vorliegen 
mehrerer loxP-Sequenzen möglich (u.a. die Excision des DNS-Abschnittes zwischen 
der 2. und 3. loxP-Sequenz. Das auf diese Weise resultierende TRPC5flox-Allel ist in 
Abb. 5.3 dargestellt). 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.3:  Schematische Darstellung der Excision der durch loxP-Sequenzen  
flankierten SA-IRES-GFP-NEO-Kassette aus dem L3F2-Allel durch 
Expression der Cre-Rekombinase und Generierung des L2-Allels. 
Eingezeichnet sind das Exon 4 (orangener Kasten), die Exons 5 und 6 
(graue Kästchen), die Neomycin-Resistenzkassette (rosa), die IRES-
GFP-Kassette (grün) mit Splice-Akzeptor-Sequenz (SA) und 
Polyadenylierungssignal (pA) sowie die loxP- (schwarze Dreiecke) als 
auch die Frt-Sequenzen (rote Dreiecke). 
 
L3F2-Allel 
Floxed-Allel (L2) 
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Werden die das Flox-Allel tragenden Tiere (TRPC5flox/flox) mit Mauslinien verpaart, die 
die Cre-Rekombinase zelltypspezifisch exprimieren, wird das TRPC5-Gen in den 
Nachkommen selektiv in diesen Zelltypen inaktiviert. Eine Möglichkeit besteht in der 
Verpaarung mit einer Cre-Mauslinien, die die Cre-Rekombinase unter der Kontrolle 
eines Promotors aus glatten Gefäßmuskelzellen (Regan et al., 2000) oder 
Kardiomyocyten (Wettschureck et al., 2001) exprimieren, so daß TRPC5 selektiv in 
glatten Gefäßmuskelzellen bzw. in Kardiomyocyten inaktiviert wird. 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.4:  Schematische Darstellung der Excision des durch loxP-Sequenzen  
flankierten Exons 4 aus dem Floxed-Allel (L2) durch Expression der 
Cre-Rekombinase in Kardiomyocyten und Generierung eines 
Kardiomyocyten-spezifischen Null-Allels (L1<). Eingezeichnet sind 
das Exon 4 (orangener Kasten), das Exon 5 (graues Kästchen) sowie 
die loxP-Sequenzen (schwarze Dreiecke). 
 
Die dritte Mauslinie, die bei der gewählten Strategie generiert werden kann, entsteht 
nach Verpaarung der heterozygoten Tiere (TRPC5 L3F2/+) mit sog. „Flp-Mäusen“ (Farley 
et al., 2000), die unter Kontrolle des ROSA26-Promotors die Flp-Rekombinase ubiquitär 
exprimieren. Durch die Expression dieser Flp-Rekombinase wird die durch die FRT-
Sequenzen flankierte Neomycin-Resistenzkassette herausgeschnitten. Es resultiert das 
Floxed-Allel (L2) 
Kardiomyocyten:  
Null-Allel (L1<) 
Restliche Zellen:  
Floxed-Allel (L2) 
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TRPC5 L3F1-Allel, aus dem eine mRNA bestehend aus Exon 1 bis 4 des TRPC5-Gens, 
sowie der IRES-Sequenz und der für das GFP-Protein kodierenden Sequenz gebildet 
werden kann. Unter Kontrolle des TRPC5-Promotors sollten in diesem rekombinanten 
TRPC5 L3F1-Allel GFP-Proteine exprimiert werden, die es ermöglichen, Zellen, die 
das TRPC5-Gen endogen exprimieren, zu identifizieren.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 5.5: Schematische Darstellung der Excision der Neomycin- 
Resistenzkassette aus dem L3F2-Allel durch Expression der Flp-  
Rekombinase und Generierung des L3F1-Allels. Eingezeichnet sind 
das Exon 4 (orangener Kasten), die Exons 5 und   6 (graue Kästchen), 
die Neomycin-Resistenzkassette (rosa), die IRES-GFP-Kassette (grün) 
mit Splice-Akzeptor-Sequenz (SA) und Polyadenylierungssignal (pA) 
sowie die loxP- (schwarze Dreiecke) als auch die Frt-Sequenzen (rote 
Dreiecke). 
 
    
Auf diese Weise kann durch Nachweis der GFP-Fluoreszenz an intakten Zellen die 
Expression von TRPC5-Kanälen untersucht werden. Außerdem sollte es möglich sein, 
native TRPC5-exprimierende Zellen auf Grund ihrer GFP-Fluoreszenz z.B. aus Blut 
oder Knochenmark mit Hilfe von FACS (Fluorescence activated cell sorting) zu 
isolieren, um anschließend die funktionelle Bedeutung der TRPC5-Kanäle in diesen 
Zellen zu analysieren. 
 
 
 
 
 
L3F2-Allel 
L3F1-Allel 
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6 ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS       
 
°C    Grad Celsius 
32P    Radioaktives Phosphat 
μg    Mikrogramm 
μl    Mikroliter 
A    Adenin 
Abb    Abbildung 
Amp    Ampicillin 
APS    Ammoniumperoxydisulfat 
ATP    Adenosintriphosphat 
BAC    Bacterial artificial chromosome 
bp    Basenpaare 
BSA    Bovines Serumalbumin 
C    Cytosin 
Ca2+    Calcium 
cAMP    Cyclisches Adenosinmomophosphat 
cGMP    Cyclisches Guanosinmomophosphat 
cDNS    copy Desoxyribonukleinsäure 
Ci    Curie 
cm2    Quadratzentimeter 
cpm    counts per minute 
Cre    Cre-Rekombinase 
CMV    Cytomegalievirus 
dATP    Desoxyadenintriphosphat 
dCTP    Desoxycytosintriphosphat 
ddNTP   Didesoxyribonukleosidtriphosphat 
DEPC    Diethylpyrocarbonat 
dest    destilliert 
dGTP    Desoxyguanosintriphosphat 
DNS    Desoxyribonukleinsäure 
dNTP    Desoxyribonukleosidtriphosphat 
dTTP    Desoxytyrosintriphosphat 
E.coli    Escherichia coli 
EDTA    Ethylendiamin-N,N,N`,N`-tetraessigsäure 
ES-Zellen   Embryonale Stammzellen 
EtOH    Ethanol 
Fa    Firma 
flox    von loxP-Sequenzen flankiert 
Flp    Flp-Rekombinase 
fmol    Femptomol 
frt    Flp-Rekombinase-Target 
g    gramm 
G    Guanosin 
G418    Geneticin 
GFP    Grün fluoreszierendes Protein 
GTG    Genetic technology grade 
GTP    Guanosintriphosphat 
H2O    Wasser 
 95
HCl    Salzsäure 
HPLC    High Performance Liquid Chromatography 
IPTG    Isopropyl-ß-D-thiogalactosylpyranosid 
IRES    Internal Ribosomal Entry Site 
kb    Kilobasen 
KCl    Kaliumchlorid 
kDa    Kilodalton 
ko    Knock out 
l    Liter  
lacZ    ß-Galaktosidase-Gen 
LB-Medium   Luria-Bertani Medium 
loxP    Locus of Crossingover in P1-Bakteriophage 
M    Molare Masse 
mA    Milliampere 
MCS    Multiple Cloning Site 
mg    Milligramm 
MgCl2    Magnesiumchlorid 
min    Minute 
mJ    Millijoule 
ml    Milliliter 
mM    Millimolar 
mRNA   Boten-Ribonukleinsäure 
n    Anzahl 
Na    Natrium 
Na2HPO4   Dinatriummonohydrogencarbonat 
NaCl    Natriumchlorid 
NaH2PO4   Natriumdihydrogenphosphat 
NaOH    Natronlauge 
NEO    Neomycin-Resistenzgen 
ng    Nanogramm 
nm    Nanometer 
OD    Optische Dichte 
pA    Polyadenylierungssignal 
PCI    Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 
PCR    Polymerasekettenreaktion 
PEG    Polyethylenglycol 
Pfu-Polymerase  Pyrococcus furiosus Polymerse 
pH    Pondus Hydrogenii 
PNK    Polynukleotidkinase 
rpm    Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 
RT    Raumtemperatur  
SA    Splice-Acceptor 
SDS    Sodiumdilaurylsulfat 
SSC    Saline Sodium Citrate 
STET-Puffer   Saccharose-Tris-EDTA-TritonX-100-Puffer 
T    Tyrosin 
Taq-Polymerase  Thermus aquaticus Polymerase 
TBE-Puffer   Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TE-Puffer   Tris-EDTA-Puffer 
TEMED   N`,N`,N`,N`-Tetramethyldiamin 
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TK    Thymidinkinase 
Tm    Schmelztemperatur 
Tris    α,α,α-Tris-(hydroxymethyl)-methylamin 
TRP    Transient Receptor Potential 
U    Unit 
UV    Ultraviolett 
V    Volt  
WT    Wildtyp 
x g    Multiplikation mit der Erdbeschleunigung 
X-Gal    5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D-galactosylpyranosid 
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